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1 Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Nuclear Magnetic Resonance - A �Magnetic Eye on Metabolism�.

Gri�th & Iles, 1980

Die familiäre partielle Lipodystrophie Typ Dunnigan-Köbberling (FPLD) stellt ein seltenes geneti-

sches Krankheitsbild dar, das als Modell für das Verständnis der Pathogenese von Hyperlipidämien,

insulinresistentem Diabetes mellitus und Verteilungsstörungen von Adipozyten (Adipositas) dient

[30, 39, 52, 77, 128]. Die Symptome bei dieser familiären Form der Lipodystrophie haben in vielerlei

Hinsicht Ähnlichkeit mit denen des metabolischen Syndroms (Syndrom X), bei dem eine Resistenz

der Insulinregulation der muskulären Glukoseaufnahme sowie eine Lipolyse in den Adipozyten bestehen

[117]. Die molekularen Grundlagen der Insulinresistenz und der Störungen des Fettsto�wechsels beim

metabolischen Syndrom sind bislang nur ungenügend verstanden. Ein Ansatz zur Identi�zierung der

zugrunde liegenden Mechanismen einer Erkrankung stellt die Untersuchung einer genetisch charakteri-

sierten Extremform dieses Erkrankungskomplexes dar. Dies ist bei der familiären Hypercholesterinämie

als Modellerkrankung realisiert worden. Durch die Identi�zierung des LDL-Rezeptors wurde erstmals

exemplarisch die rezeptor-mediierte Endozytose untersucht, durch Charakterisierung klinischer Muta-

tionen eine Struktur-/Funktions-Analyse dieses Rezeptors ermöglicht und in der Folge der gesamte

intrazelluläre Cholesterinmetabolismus aufgedeckt [29]. Letztlich führten diese Forschungsarbeiten zur

Entwicklung neuer medikamentöser Behandlungsmöglichkeiten, die heute als Standard in der Thera-

pie eingesetzt werden. Die auf LMNA-Mutationen beruhende familiäre partielle Lipodystrophie Typ

Dunnigan-Köbberling repräsentiert für den Erkrankungskomplex der Insulinresistenz-Syndrome eine

vergleichbare Extremform einer genetischen Modellerkrankung. Die Arbeitsgruppe um Garg [112] und

die um Shackleton, Trembath und Schmidt [73] konnten 1998 zeitgleich ausgehend vom klinischen

Phänotyp anhand von Familienuntersuchungen verschiedene Mutationen des LMNA-Gens als Ursa-

che der Erkrankung identi�zieren. In der Folgezeit konnte dies von anderen Arbeitsgruppen bestätigt

und weiter di�erenziert werden [30, 54, 67, 131]. Das LMNA-Gen kodiert für die nukleären Proteine

Lamin A und die Splicevariante Lamin C. Veränderungen dieser Filamente - unter dem Begri� der

so genannten Laminopathien zusammengefasst (siehe Kap. 1.1) - sind auch ursächlich für verschie-

dene Formen von Muskeldystrophien und Neuropathien [21]. Diverse Untersuchungen zur klinischen

Charakterisierung der FPLD [5, 39, 52, 66, 77, 149] legen nahe, dass strukturelle Veränderungen der

Lamine A und C zu metabolischen Veränderungen in Myozyten und Adipozyten führen. Die genau-

en pathophysiologischen und molekularbiologischen Zusammenhänge sind bislang noch ungenügend

erforscht.
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1.1 Laminopathien

1.1. Laminopathien

Zum heutigen Zeitpunkt sind 7 autosomal-dominant und 5 autosomal-rezessiv vererbte Erkrankungen

bekannt, die auf einer Mutation im LMNA-Gen beruhen und als so genannte primäre Laminopa-

thien bezeichnet werden [157]. Davon abzugrenzen sind die sekundären Laminopathien z.B. auf der

Grundlage einer Mutation in der Zink Metalloproteinase (ZMPSTE24), welche post-translationale

Veränderungen des Prä-Lamin A zur Folge haben [14, 74]. Zu den primären Laminopathien gehören

zwei Formen der Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (EDMD), die Limb-Girdle-Muskeldystrophie Typ

1B (LGMD) und die Dilatative Kardiomyopathie Typ 1A (DCM), die alle im Wesentlichen durch

den lokalen Rückgang von Myozyten charakterisiert sind, sowie die familiäre partielle Lipodystrophie

Typ Dunnigan-Köbberling (FPLD), die primär durch eine Reduktion bzw. das Fehlen von subkutanem

Fettgewebe geprägt ist [21, 28, 41, 46, 107, 109]. Des Weiteren zählen dazu zwei Erkrankungen aus

dem Syndromkomplex vorzeitigen Alterns, das Hutchinson-Gilford Progeria Syndrom [42, 125] und das

Werner Syndrom [33]. Durch Aminosäuresubstitution im Exon 5 des LMNA kommt es zu einer axonalen

Neuropathie, die zu einer Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 2B1 (CMT2) führt [35, 142]. Als

weitere Erkrankungen sind die Restriktive Dermopathie und die Mandibuloakrale Dysplasie Typ A

(MAD) beschrieben [13, 44, 74, 106].

Der Zusammenhang zwischen unterschiedlichen Mutationen auf einem Gen und dem Auftreten derar-

tig verschiedener Erkrankungen, also der Pathomechanismus der jeweils resultierenden Funktionsstö-

rung des Lamin A/C, ist bislang ungeklärt. Interessanterweise ähneln sich die Erkrankungen in ihrem

Erscheinungsbild, lediglich der betro�ene Zelltyp variiert. Eine eindeutige Zuordnung zwischen klini-

schem Phänotyp einer der genannten Erkrankungen und einem betro�enen Genabschnitt des LMNA

ist bislang noch nicht gelungen. Im Folgenden wird auf die familiäre partielle Lipodystrophie und die

Gemeinsamkeiten zum metabolischen Syndrom eingegangen.

1.1.1. FPLD und metabolisches Syndrom

Es werden zwei Formen der familiären partiellen Lipodystrophie beschrieben, die phänotypisch gleich

sind, aber auf unterschiedlichen genetischen Veränderungen beruhen. Für die FPLD2 sind Mutatio-

nen im LMNA-Gen in den Exonen 8 und 11 bekannt [65, 69, 149]; die FPLD3 beruht auf einem

genetischen Defekt, der zu einer Mutation im PPAR
-Rezeptor (peroxisomal proliferator-activated

receptor 
) führt [69, 92, 93]. In Nordeuropa wird die Prävalenz der Erkrankung auf ca. 1:100.000

geschätzt [69]. Die familiäre partielle Lipodystrophie ist charakterisiert durch eine allmähliche Atro-

phie des subkutanen Fettgewebes, beginnend im Bereich der Unterschenkel, die sich im Verlauf auf

die Extremitäten und den Körperstamm ausdehnt. Überschüssige Fettablagerungen können nachfol-

gend im Gesicht, Halsbereich und Abdomen im Sinne eines cushingoiden Aussehens sichtbar werden

(Abb. 1.1 und 1.2). Das mechanisch relevante Baufett (z.B. an den Fuÿsohlen) ist nicht betro�en. Die

Abbildungen 1.1-1.3 zeigen jeweils ein Beispiel einer Patientin, eines Patienten und einer jugendlichen

FPLD-Patientin. Des Weiteren kommt es zu einer Hypertrophie der Extremitätenmuskulatur, auch

hier beginnend und im Verlauf am stärksten ausgeprägt an den Unterschenkeln (Abb. 1.4). Im Verlauf

der Erkrankung kann es bei den Patienten zu Dauerschmerzen in der hypertrophierten Muskulatur

kommen [36, 134, 154].
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1.1 Laminopathien

Abbildung 1.1.: Patientin mit FPLD (Stammbaum A-III-2) im Verlauf über 5 Jahre (links vs.

rechts)

Neben der charakteristischen Lipatrophie im Bereich des Abdomens und der Extremitä-
ten, sowie des cushingoiden Habitus ist die zunehmende Muskelhypertrophie besonders
im Bereich der Waden au�ällig.

Abbildung 1.2.: Männlicher FPLD Patient (Stammbaum A-III-3) im zeitlichen Verlauf über

5 Jahre (links vs. rechts)
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1.1 Laminopathien

Abbildung 1.3.: Jugendliche Patientin mit genetisch gesicherter FPLD im Alter von 13 Jahren

(Stammbaum: A-IV-2) Bei noch fehlenden anderen klinischen Zeichen der FPLD fällt
bereits in diesem Alter die beginnende Hypertrophie der Wadenmuskulatur auf, die mit
Myalgien verbunden ist.

Abbildung 1.4.: Ausgeprägte Muskelhypertrophie und au�ällige Venenzeichnung als Folge der

Atrophie des subkutanen Fettgewebes (Pseudovenomegalie) im Bereich der un-

teren Extremitäten einer Patientin mit FPLD

4



1.1 Laminopathien

Trotz des kräftigen Aussehens geben viele Patienten an, wenig belastbar zu sein und schnell zu er-

müden. Durch die Reduktion oder das Fehlen des Unterhautfettgewebes und die Muskelhypertrophie

kommt es zu einer verstärkten Venenzeichnung, die als Pseudovenomegalie bezeichnet wird (Abb. 1.4).

Die typischen Symptome entwickeln sich in der Regel erst während der Pubertät oder im jungen Er-

wachsenenalter (vgl. Abb. 1.3 mit Abb. 1.1). Biochemisch fallen eine Hyperlipidämie, meist Hypertri-

glyceridämie im Sinne einer Hyperlipoproteinämie Typ IV nach Fredrickson sowie ein insulinresistenter

Diabetes mellitus auf. Betro�ene Frauen können einen Hirsutismus, Menstruationsanomalien und poly-

cystische Ovarien entwickeln. Fakultativ kann weiterhin eine Acanthosis nigricans auftreten. Als weitere

- wahrscheinlich sekundär auftretende - Symptome �nden sich gehäuft eine Steatosis hepatis [94] und

ein arterieller Hypertonus [14, 74].

Die Patienten versterben charakteristischer Weise an kardiovaskulären Ereignissen. Sowohl Myokard-

infarkt, Apoplex als auch Herzversagen im Rahmen einer hypertrophen Kardiomyopathie wurden als

Todesursache benannt. In vielen in der Literatur beschriebenen Fällen ist die Todesursache allerdings

unbekannt oder ungenannt. Als Ursache für die im Vordergrund stehende kardiovaskuläre Morbidi-

tät und Mortalität wird die Akkumulation verschiedener Risikofaktoren diskutiert. Das Vorliegen einer

meist ausgeprägten und medikamentös äuÿerst schwierig einzustellenden Hyperlipidämie und eines

Diabetes mellitus mit Hyperinsulinämie, sowie die arterielle Hypertonie können die frühzeitige Mor-

bidität und konsekutive Mortalität erklären. Die betro�enen Frauen sterben in der Regel im Alter

zwischen 40 und 50 Jahren; männliche Patienten erreichen oft das 70. Lebensjahr. Zur Zeit steht

lediglich eine symptomatische Therapie zur Verfügung. Tabelle 1.1 zeigt die obligaten und variablen

Krankheitssymptome im Überblick.

Tabelle 1.1.: Obligate und variable Krankheitssymptome, aus Schmidt et al. [128]

Obligat Variabel

Lipodystrophie Myalgien
Muskelhypertrophie Hyperlipoproteinämie Typ IIa, IIb, IV, V
Fettsto�wechselstörungen Acanthosis nigricans
Insulinresistenz Diabetes mellitus
�Herztod� Polycystische Ovarien

Die FPLD zeigt in der Kombination der Symptome hohe Übereinstimmung mit dem metabolischen Syn-

drom (Syndrom X). Dabei handelt es sich um den Symptomkomplex aus Diabetes mellitus, Hyperlipi-

dämie, insbesondere Hypertriglyceridämie in Verbindung mit erniedrigten HDL-Serumkonzentrationen,

Hyperurikämie, arterieller Hypertonie und Adipositas. Das Übergewicht gilt als Schrittmacher des me-

tabolischen Syndroms, weshalb es auch als Zivilisationskrankheit oder �Wohlstandssyndrom� in Folge

von Überernährung bezeichnet wird. Das Vollbild der Erkrankung mit Ausprägung aller Symptome �n-

det sich selten. In der westlichen Welt nimmt das metabolische Syndrom einen wachsenden Anteil an

der Genese von Herzkreislauferkrankungen ein. Der Diabetes mellitus entwickelt sich auf dem Boden

einer Insulinresistenz. Als weitere Parallele zur Lipodystrophie �ndet sich eine Fettverteilungsstörung,

typischer Weise die androide (abdominale, zentrale, viszerale, Stammfettsucht, Apfelform) und nicht

die gynoide (gluteal-femorale, Birnenform) Form. Weitere Symptome sind die Steatosis hepatis und ei-

ne Cholezystolithiasis. Aufgrund der (zunehmenden) Prävalenz des metabolischen Syndroms in Europa
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1.2 Darstellung der eigenen Untersuchungen und Herleitung der Fragestellungen

und den USA und seiner Bedeutung als Faktor oder Co-Faktor bei der Ausbildung von Krankheiten mit

hoher Morbidität und Mortalität, ist die Erforschung molekularer Zusammenhänge, die den Pathome-

chanismus aufklären und damit Grundlage neuer Therapien sein können, von allergröÿter Wichtigkeit.

1.2. Darstellung der eigenen Untersuchungen und Herleitung der

Fragestellungen

Die Muskulatur spielt als gröÿtes �Sto�wechselorgan� des menschlichen Körpers eine entscheidende

Rolle bei der Ausbildung der peripheren Insulinresistenz und der Hyperlipidämie. Untersuchungen zu

Veränderungen des Energie- und Fettsto�wechsels der Skelettmuskulatur auf molekularer Ebene von

Patienten mit FPLD, bei denen diese Symptome stark ausgeprägt sind, können dazu beitragen, den Pa-

thomechanismus der Entstehung dieser metabolischen Veränderungen zu verstehen. Der Goldstandard,

Informationen über die biochemischen Vorgänge in der Muskulatur zu gewinnen, ist die histologische

Untersuchung einer Gewebeprobe, die mittels Feinnadelbiopsie aus dem Muskel gewonnen wird. Dieses

Verfahren hat mehrere Nachteile. Zum einen erlaubt es nur eine Momentaufnahme der metabolischen

Vorgänge, z.B. bei der Energiebereitstellung oder Laktatbildung im Muskel. Zum anderen ist die ent-

nommene Gewebeprobe sehr klein. Die Übertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf den gesamten

Muskel ist aufgrund der Heterogenität innerhalb eines Muskels nur bedingt möglich [147]. Wegen der

Invasivität ist das Verfahren für Längsschnittuntersuchungen nicht geeignet oder zumindest ethisch

umstritten. Zudem kann die Feinnadelbiopsie nur unter Ruhebedingungen durchgeführt werden.

Die Magnetresonanzspektroskopie ist ein modernes Verfahren zur nichtinvasiven Untersuchung des

Sto�wechsels [37, 78]. Mit dieser Methode können kontinuierlich und wiederholt metabolische Zu-

stände und Veränderungen in der (arbeitenden) Muskulatur bestimmt werden. Für die vorliegenden

Untersuchungen wurden 31Phosphor- (31P-MRS) und Protonen- (1H-MRS) Magnetresonanzspektro-

skopie verwendet.

Die 31P-MRS hat sich zur Untersuchung des Energiesto�wechsels sowohl von gesunden Probanden

und Sportlern, als auch bei Patienten mit unterschiedlichen Myopathien und Belastungsstörungen eta-

bliert [11, 80, 140]. Über den Gehalt und das Verhältnis der energiereichen Phosphate in Ruhe und

unter Belastung können Rückschlüsse auf die Muskelfaserzusammensetzung, die aerobe und anaerobe

Kapazität, bzw. deren Pathologie, sowie Veränderungen der Ultrastruktur des Muskels mit Auswir-

kungen auf den Sto�wechsel - z.B. Membrananomalien gezogen werden. Patienten mit bestimmten

Muskelerkrankungen weisen zum Teil spezi�sche, zum Teil unspezi�sche Veränderungen der phos-

phorspektroskopischen Ruheverteilungsmuster oder Belastungsreaktionen auf, aus denen man auf den

molekularen Pathomechanismus, z.B. Störung der Glykolyse/Glykogenolyse oder der Mitochondrien-

funktion schlieÿen kann [88, 6, 8, 9, 78]. Bemerkenswert ist, dass pathologische Veränderungen in

den Spektren proportional zur Ausprägung des jeweiligen Krankheitsbildes auftreten und in der Regel

auch schon bei asymptomatischen Genträgern nachweisbar sind [72, 79], was in der Diagnostik und

Verlaufskontrolle - z.B. nach Therapie - von gröÿter Bedeutung ist [61, 138].

Mit der 1H-MRS können die Konzentrationen intra- und extramyozellulärer Lipide (IMCL und EMCL)

in Ruhe, deren Depletion unter Belastung und Regeneration in der Erholungsphase erfasst werden [17,
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1.2 Darstellung der eigenen Untersuchungen und Herleitung der Fragestellungen

70, 90, 103, 120, 144]. Es liegen zahlreiche 1H-MRS-Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen

Fettsto�wechselstörungen und peripherer Insulinresistenz vor [15, 26, 27, 75, 84, 104, 111, 143]. Die

Konzentration intramyozellulärer Lipide korreliert mit dem Körpergewicht, dem Fettverteilungsmuster

sowie der Hyperinsulinämie positiv [133, 143]. Die Konzentrationen an zirkulierenden freien Fettsäuren

und Insulin scheinen dabei den entscheidenden Ein�uss auf die IMCL-Konzentration zu haben [4, 24].

MRS-Studien aus dem Krankheitskomplex der Laminopathien oder an Patienten mit genetisch oder

pharmakologisch bedingter Lipodystrophie z.B. bei HIV liegen nur vereinzelt, mit äuÿerst geringen

Probandenzahlen und uneinheitlichen Ergebnissen vor [45, 53, 97]. Die Arbeitsgruppe um Barbiro-

li [45] konnte bei drei Patienten mit autosomal dominanter Limb-Girdle-Myopathie und histologisch

nachgewiesenen ragged-red �bers sowie vorliegender Kardiomyopathie histologische und phosphor-

spektroskopische Veränderungen im Sinne einer mitochondrialen Myopathie nachweisen, während Lodi

und Mitarbeiter [97] bei ihren Patienten (n=7) im Frühstadium einer autosomal rezessiv vererbten

Limb-Girdle-Muskeldystrophie bis auf eine pH-Wert-Erhöhung in Ruhe keine weiteren Veränderun-

gen der Phosphorspektren, weder in Ruhe noch unter aerober Belastung feststellen konnten. Garg

und Stray-Gundersen [53] haben Muskelbiopsien des M. quadriceps femoris von Patienten mit an-

geborener generalisierter Lipodystrophie (acquired generalised ipodystrophy - AGL) (n=3) sowie de-

ren Muskelkraft, aerobe Kapazität und Muskelmetabolismus untersucht. Sie fanden eine Erhöhung

des Typ-II-Faseranteils bei deutlicher Reduktion des Faserquerschnitts, sowohl für Typ-I- als auch

für Typ-II-Fasern. Bei reduzierter Maximalkraft und maximaler Sauersto�aufnahme zeigten die 31P-

MRS-Untersuchungen weder in Ruhe, noch unter statischen oder dynamischen Belastungsbedingun-

gen Au�älligkeiten gegenüber Normalpersonen. Brechtel und Mitarbeiter [25] fanden bei Patienten

mit Lawrence Syndrom, einer sehr seltenen Erkrankung mit generalisierter Lipodystrophie, um 14%

erniedrigte IMCL-Konzentrationen in der Wadenmuskulatur gegenüber Gesunden. Die Resonanz für

extrazelluläre Fette war nicht nachweisbar. Weitere 1H-MRS-Studien wurden bislang nicht verö�ent-

licht.

Es liegen weder 31P noch 1H magnetresonanzspektroskopische Untersuchungen der Muskulatur von

Patienten mit FPLD vor. Beide Methoden bieten wie oben beschrieben herausragende Möglichkeiten,

um metabolische Zustände und Veränderungen der Skelettmuskulatur zu erfassen. Aufgrund der ausge-

prägten morphologischen und laborchemischen Pathologie bei Patienten mit FPLD sind Unterschiede

gegenüber Normalpersonen sowohl in Ruhe- als auch unter Belastungsbedingungen zu erwarten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, anhand kernspinspektroskopischer Ruhe- und Belastungsmessungen,

den Metabolismus der Beinmuskulatur von Patienten mit FPLD zu untersuchen und Veränderungen

gegenüber Normalpersonen herauszuarbeiten. Die Analyse dieser Daten im Kontext laborchemischer

Parameter und mit Ergebnissen aus leistungsphysiologischen Tests diente der weiteren Charakterisie-

rung des klinischen Phänotyp, um mögliche Zusammenhänge zwischen genetischem Defekt, klinischem

Erscheinungsbild und Veränderungen des Energie- und Fettsto�wechsels der Skelettmuskulatur auf

molekularer Ebene zu entdecken.

Durch die umfangreichen Familienuntersuchungen der Gruppe um Schmidt in der Charité Berlin

[56, 95, 94, 92, 93, 10, 57, 130, 128, 129, 131, 134] zur Charakterisierung des genetischen, kli-

nischen und biochemischen Pro�ls von Patienten (Phänotyp) bestanden gute Voraussetzungen, um

eine ausreichende Anzahl von Patienten mit diesem seltenen Krankheitsbild für die speziellen und zeit-
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1.2 Darstellung der eigenen Untersuchungen und Herleitung der Fragestellungen

aufwändigen Muskeluntersuchungen zu gewinnen. Auÿerdem konnten auf diese Weise die erhobenen

Daten zum muskulären Pro�l direkt mit den klinisch erhobenen Parametern korreliert werden.

Folgende Hypothesen werden mittels der im Anschluss dargestellten Untersuchungen bearbeitet:

1. 31P-Ruhe- und Belastungsspektren der Beinmuskulatur von Patienten mit FPLD weisen charak-

teristische Veränderungen gegenüber gesunden Probanden auf.

2. Patienten mit FPLD haben ein di�erentes Verteilungsmuster intra- zu extramyozellulärer Fette

der Wadenmuskulatur (1H-MRS) gegenüber gesunden Probanden.

3. Die Ergebnisse aus der Magnetresonanzspektroskopie korrelieren mit klinischen bzw. leistungs-

physiologischen Parametern.
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2.1 Patienten und Vergleichsprobanden

2. Methodik

Für eine Gruppe von Patienten mit dem klinischen Bild einer FPLD (unterschiedlicher Ausprägung)

wurden kernspinspektroskopischen Messungen der Beinmuskulatur durchgeführt und mit denen ge-

sunder Probanden verglichen. Im folgenden Kapitel erfolgt eine Charakterisierung der Probanden und

Patienten, inklusive der Beschreibung des genetischen Screenings bezüglich der FPLD. Anschlieÿend

werden die kernspinspektroskopischen Untersuchungen, der fahrradergometrische Stufentest und die

statistischen Methoden beschrieben.

2.1. Patienten und Vergleichsprobanden

Untersucht wurden 19 Patienten aus 9 Familien mit dem klinischen Bild einer familiären partiellen Lipo-

dystrophie Typ Dunnigan-Köbberling. Im genetischen Screening der übrigen Familienmitglieder wurden

weitere Patienten mit dem Krankheitsbild und asymptomatische Genträger identi�ziert (siehe Stamm-

bäume in Kap. 3.1, Abbildung 3.3). Wegen der groÿen räumlichen Distanz zur Charité war diesen

Patienten die Fahrt nach Berlin aus beru�ichen und �nanziellen Gründen nicht möglich. Sie konnten

nicht mit in die Untersuchung einbezogen werden, weil die technisch-apparativen Voraussetzungen für

diese Untersuchungen nicht unter standardisierten Bedingungen an anderen Orten verfügbar waren.

Eine Patientin konnte aufgrund eines Herzschrittmachers nicht im Kernspintomographen untersucht

werden.

In der Tabelle 2.1 sind die anthropometrischen und klinisch relevanten Parameter der Patienten zusam-

mengestellt. Die klinisch-internistische Untersuchung und die Erhebung der biochemischen Laborwerte

erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Schmidt.

Zum Vergleich der kernspinspektroskopischen Daten mit denen Gesunder wurden die Ergebnisse von

insgesamt 11 männlichen Probanden (Proband 1-11; Kontrollgruppe) herangezogen. Aufgrund der

Muskelhypertrophie der Extremitätenmuskulatur der Patienten wurden die Daten auÿerdem mit denen

von 6 Schnellkraftsportlern (Sportler 1-6) mit ähnlich groÿer Muskelmasse verglichen. Die anthropo-

metrischen Daten der Vergleichsprobanden sind in Tabelle 2.2 enthalten.

Alle Untersuchungen erfolgten freiwillig und unentgeltlich nach ausführlicher schriftlicher und münd-

licher Aufklärung sowie schriftlicher Einverständniserklärung. Das Votum der Ethikkommission der

Charité Berlin lag vor.
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2.1 Patienten und Vergleichsprobanden

Tabelle 2.1.: Anthropometrische und internistische Daten der FPLD-Patienten

(In eckigen Klammern sind die Normwerte des jeweiligen Parameters angegeben. Stea-

tosis hepatis ist mit Sh abgekürzt.)
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A-III-2 170 79,9 27,6 39,3 IDDM 208 33 96 742 4 Sh 64 67 65

D-II-1 159 54,0 21,4 38,6 - 148 48 93 103 3,7 Sh 20 24 22

F-I-2 163 60,0 22,6 62,4 PGT 221 62 113 227 83 Sh 18 25 21

F-II-2 162 73,0 27,8 40,0 PGT 233 36 147 480 3,9 Sh 50 47 39

I-III-9 179 79,4 24,8 24,1 keine 160 45 104 53 0,9 keine 41 28 33

A-III-18 167 72,9 26,1 36,5 NIDDM 174 37 74 314 9,3 Sh 46 35 46

F-II-1 168 73,0 25,9 44,7 PGT 253 39 176 432 79 Sh 18 21 28

A-III-5 173 67,0 22,4 28,7 PGT 243 42 171 205 17,7 Sh 72 38 102

B-III-1 172 74,5 25,2 18,6 NIDDM 220 46 85 445 34 Sh 30 31 29

B-II-2 165 71,8 26,4 43,3 PGT 212 43 127 246 28,4 Sh 24 27 30

G-II-2 164 75,0 27,9 35,8 NIDDM 165 27 92 228 4,5 Sh 26 20 18

G-II-1 166 76,0 27,6 25,5 NIDDM 193 40 93 300 1,6 Sh 27 25 18

G-I-1 167 82,0 29,4 59,8 IDDM 116 30 78 165 37,8 Sh 52 32 48

C-III-3 158 58,4 23,4 49,4 PGT 274 58 165 224 14,5 Sh 29 29 29

E-II-1 160 60,9 23,8 30,8 - 178 58 - 104 20,4 Sh 14 22 16

I-II-3 163 68,0 25,6 56,0 IDDM 240 36 134 349 81,4 Sh 24 27 27

H-II-1 165 75,7 27,8 34,4 NIDDM 229 36 116 387 3,5 Sh 57 41 235

H-I-1 174 74,0 24,4 64,1 IDDM 240 34 125 820 6,1 Sh 30 26 71

A-III-3 181 95,0 29,0 36,2 NIDDM 151 27 90 570 6,7 Sh 56 43 46
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2.2 Untersuchungsdesign

Tabelle 2.2.: Anthropometrische Daten der Vergleichsprobanden

Vergleichsprobanden

(n=11 und n=6; Alter Gröÿe Gewicht BMI

gesamt n=17)

Proband 1 31,1 1,87 86,0 24,6

Proband 2 21,6 1,71 68,0 23,3

Proband 3 26,6 1,83 70,0 20,9

Proband 4 29,4 1,78 75,9 24,1

Proband 5 27,3 1,83 80,5 24,0

Proband 6 26,0 1,75 69,0 22,5

Proband 7 29,6 1,75 78,0 25,5

Proband 8 29,9 1,87 94,0 26,9

Proband 9 32,9 1,89 82,0 23,0

Proband 10 40,9 1,74 64,0 21,1

Proband 11 24,8 1,78 75,0 23,7

Sportler 1 26,5 1,90 90,0 24,9

Sportler 2 19,1 1,83 74,5 22,2

Sportler 3 32,5 1,88 96,0 27,2

Sportler 4 21,5 1,90 82,0 22,7

Sportler 5 23,8 1,77 69,0 22,0

Sportler 6 29,6 1,80 82,5 25,5

2.2. Untersuchungsdesign

1. Alle Patienten wurden genetisch bzgl. des Vorliegens einer FPLD untersucht.

2. Bei allen Patienten wurden kernspinspektroskopische Untersuchungen der ruhenden Muskulatur

durchgeführt, um erstens die Konzentrationsverhältnisse der Metabolite des Energiesto�wechsels

(31P-MRS) und zweitens das extra- und intrazelluläre Fettverteilungsmuster (1H-MRS) nichtin-

vasiv zu erfassen.

Zusätzlich wurden 31P-Spektren bei zeitgleicher Belastung der Wadenmuskulatur innerhalb des

Tomographen und in der Nachbelastungsphase akquiriert. Zur Erfassung des aerob-alaktaziden

Muskelsto�wechsels wurde eine fünfminütige moderate Belastung mit dynamischer Plantar-

11



2.3 Testmethoden

�exion, für den anaerob-laktaziden Sto�wechsel die gleiche Belastungsform mit stufenweiser

Belastungssteigerung bis zur muskulären Erschöpfung gewählt.

Zum Vergleich wurden die Ergebnisse aus kernspinspektroskopischen Messungen an gesunden

Normalpersonen und Leistungssportlern mit vergleichbar groÿer Muskelmasse herangezogen, um

mögliche Unterschiede der Ruheverteilungsmuster sowie des Muskelmetabolismus aufzuzeigen.

3. Zur Charakterisierung der Leistungsfähigkeit der Patienten wurde eine Spiroergometrie auf dem

Fahrrad als Rampentest durchgeführt.

4. Die Ergebnisse der kernspinspektroskopischen Ruhe- und Belastungsuntersuchungen wurden mit

den für das Krankheitsbild charakteristischen klinischen Befunden und Laborwerten sowie den

Ergebnissen aus dem Leistungstest auf korrelative Zusammenhänge untersucht.

Der zeitliche Ablauf aller Versuche (siehe Tab. A.1) und dessen methodische Begründung sind in

Anhang A dargestellt.

2.3. Testmethoden

Im Folgenden werden die verwendeten Testmethoden dargestellt. Sowohl für die Kernspinspektrosko-

pie als auch für die genetischen Untersuchungen �nden sich an dieser Stelle nur die grundlegenden

methodisch-technischen Erklärungen.

2.3.1. Genetische Untersuchungen

Im Anschluÿ an die PCR-Ampli�kation des LMNA-Gens erfolgte der Nachweis der Mutationen mittels

Sequenzierung nach der Didesoxymethode nach Sanger (auch Kettenabbruch-Synthese genannt). Der

Direktnachweis der Mutationen wurde zudem durch gelelektrophoretische Auftrennung nach Verdau

mit spezi�schen Restriktionsenzymen bestätigt.

2.3.1.1. Extraktion humaner DNA

Humane DNA wurde aus Lymphozyten isoliert. Hierzu wurde heparinisiertes Blut (10 ml) mit 90 ml

0,32 M Saccharose in 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM MgCl und 1% Triton bei 4�C lysiert. Die Zell-

kerne wurden durch zehnminütige Zentrifugation bei 1000 x g abzentrifugiert und in 4,5 ml 0,075 M

NaCl/0,024 M EDTA, pH 8,0 resuspendiert. Weiterhin wurden 0,5 ml 5%iger SDS (Sodium Dodecyl

Sulphate) und Proteinase K in einer Endkonzentration von 2 mg/ml zugegeben. Anschlieÿend wurde

diese Lösung 14 h bei 37�C inkubiert. Zur Fällung der DNA wurde diese mit 20 mM Tris-HCl ge-

sättigtem Phenol, pH 8,0 und Chloroform/Isoamylalkohol (24/1, vol/vol) zu jeweils gleichen Anteilen

versetzt. Nach dem Mischen wurden die Phasen durch Zentrifugation (15 Minuten, 1000 x g) getrennt

und so die in der wässrigen Phase be�ndliche DNA gereinigt. Anschlieÿend wurde die DNA mit 3 M

Natriumacetat und 100% Alkohol präzipitiert, abzentrifugiert und in 10 mM Tris-HCl/1 mM EDTA,

pH 7,5 resuspendiert.
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2.3 Testmethoden

2.3.1.2. Sequenzierung

Prinzipiell basierte die zur molekulargenetischen Diagnostik durchgeführte Sequenzierung auf der Di-

desoxymethode nach Sanger, die durch den Gebrauch des BigDyeTMTerminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit der Firma Perkin-Elmer abgewandelt wurde. Das Kit ist speziell auf die Verwen-

dung von PCR-Produkten als Sequenzier-Template ausgerichtet und vereinfacht den Ablauf durch

Kombination von Kettenabbruch und Markierung mittels Farbterminatoren in einem Arbeitsschritt.

Das Prinzip der Farbterminatoren besteht darin, dass durch den Einbau eines Didesoxynukleotids (dd-

NTP) anstelle eines Desoxynukleotids (dNTP) zum einen die Kettenverlängerung abgebrochen wird

und dass zum anderen jedes der vier Didesoxynukleotide mit einem anderen Fluorochrom markiert ist.

Die Terminationsreaktionsmischung enthält folgende Bestandteile:

� markierte A-/C-/G- und T-Farbterminatoren,

� Desoxynukleosid-Triphosphate (dATP, dCTP, dITP, dUTP),

� AmpliTaq R
 DNA-Polymerase mit thermisch stabiler Pyrophosphatase,

� MgCl2,

� Tris-HCl Pu�er, pH 9,0.

Für die Sequenzierung wurden die Proben nach folgendem Schema gemischt:

� 2 �l Terminationsreaktionsmischung,

� 2 �l Primer,

� 2 �l resuspendiertes PCR-Produkt,

� 4 ml HPLC-H2O.

Die Primer für die Sequenzierung der zwölf Exone des LMNA-Gens sind in Tabelle 2.3 aufgeführt.

Genannt sind die sense und antisense Primer für die jeweiligen Exone, ihre Abkürzung, Fragmentlänge

und die entsprechende Annealing-Temperatur (AT).

Die Proben wurden im Thermocycler für 30 s auf 95�C erhitzt. Danach absolvierte der Thermocycler

25 Zyklen mit einem standardisierten Temperatur-Programm. Dieses bestand aus einer 30 s dauernden

Denaturierung bei 95�C, einem Rückgang auf eine für den jeweils verwendeten Primer spezi�sche

Temperatur für 30 s. Danach folgte eine 4 min dauernde Elongationsphase bei 60�C. Nach dem

Durchlaufen der 25 Zyklen wurden die Proben vor der weiteren Verarbeitung auf 4�C abgekühlt.

Anschlieÿend erfolgte eine Aufreinigung eines Teils der Proben, was bei groÿen Molekülen wie Nukle-

insäuren und Proteinen sinnvoll ist, mittels Centri-Sep-Säulen. Das Prinzip basiert darauf, dass durch

Zentrifugieren der Proben nach Auftragen auf ein hydratisiertes Gelmaterial alle niedermolekularen

Komponenten herausge�ltert werden. Dazu wurde dem Gelmaterial 800 �l HPLC-Wasser hinzuge-

fügt, gut gemischt und dieses für mindestens 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Säulen

wurden auf Wasch-Tubes gestellt und darin für 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Dann wurden 10 �l
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Tabelle 2.3.: Au�istung der in der PCR und bei der Sequenzierung verwendeten Primer (modi-

�ziert nach [46])

Exon 5'-Primer 5'-3'-Richtung 3'-Primer 5'-3'-Richtung Bezeichnung Fragment-

Länge [Bp]

AT

[�C]

1 CCCCAGATCCCGAGGTCCGAC CCTCTCCACTCCCCGCCA LMNA 1f/1r 575 67

2 CAGACTCCTTCTCTTAAATCTAC CCTAGGTAGAAGAGTGAGTGTAC LMNA 2f/2r 268 58

3 CCTTCAAGTTCTTGTGTTCTGTGAC CCTAGCCCAGCCCAAGTCTGTC LMNA 3f/3r 250 60

4 GGCCTCCCAGGAACTAATTCTG CTCCCTGCCACCATCTGC LMNA 4f/4r 334 60

5 GCTGTAGCAGTGATGCCCAAC CCAAAGCCCTGAGAAGTGAAG LMNA 5f/5r 428 59

6 GCCAAGACTATGTTTAGAGCTTG GGTCTAGTCAAGGCCAGTTG LMNA 6f/6r 467 58

7 CCCCACTTGGTCTCCCTCTCC CCCTGATGCAGCTGTATCCCC LMNA 7f/7r 292 58

8 GAGGCCTCAATTGCAGGCAGGC GAAAAGGACACTTACCCCAGC LMNA 8f/8r 286 64

9 GGAGCGCTGGGGTAAGTGTC CTCGTCCAGCAAGCAGCCAG LMNA 9f/9r 192 65

10 GTAAGCAGCAGGCCGGACAAAG CACAGGAATATTCCATGGCATC LMNA 10f/10r 458 64

11 GGAGCCTGCAGGAGCCTGGAGC GCTGCGGAAGAGAAGGCAGGCTC LMNA 11f/11r 445 65

12 GGGGTGGCAGCTTCGGGGACAATC AGGGAAAAGGAAGGGAGGAGAAAT LMNA 12f/12r 686 58

Terminationsreaktions-Mischung auf die Mitte der Ober�äche der Säule pipettiert und anschlieÿend

2 min bei 3000 rpm zentrifugiert.

20 �l der vorbereiteten Proben und 5 �l der mittels der Centri-Sep-Säulen aufgereinigten Proben

wurden zusammenpipettiert. Die Reaktionsgefäÿe wurden mit Septen verschlossen und für 2 min in

den Heizblock bei 95�C gestellt.

Anschlieÿend erfolgte die Sequenzanalyse der ampli�zierten DNA mit Hilfe des ABI Prism R
, 310

Genetic Analyzer. Dieses Gerät kann gleichzeitig über eine Kamera Fluoreszenz bei vier verschiedenen

Wellenlängen erfassen, die den Emissionswellenlängen der verwendeten Farbterminatoren entsprechen.

Die Reaktionsansätze laufen nur auf einer Spur. Das Gel wird mit einem Argonlaser beleuchtet. Passiert

ein Fragment den Detektor, wird der spezi�sche Farbsto� durch den Laser angeregt und emittiert ein

Licht einer für ihn spezi�schen Wellenlänge. Aus der jeweiligen Farbe kann auf die betre�ende Base

geschlossen werden. Verarbeitet werden die entstehenden Signale durch eine Computer-Software zu

einem sogenannten Elektropherogramm (vgl. Abb. 3.1).

2.3.1.3. Restriktionsverdau

Zum Direktnachweis der Mutationen mittels Restriktionsendonukleasen wurden 10 ml des PCR Pro-

duktes über Nacht bei 37�C mit 10 U des Restriktionsenzyms HpaII verdaut. Die Produkte wurden

auf einem 4%igen Agarosegel analysiert. Das für die Gel-Elektrophorese benötigte Agarose-Gel wurde

folgendermaÿen hergestellt: 1 g SeaKem GTGTMAgarose und 3 g NuSieve GTGTMAgarose wurden

mit 100 ml TAE-Pu�er gemischt und erhitzt. Anschlieÿend wurde das Gemisch unter Rühren auf 60�C

abgekühlt und dann in eine vorbereitete Gelkammer gegossen. Nachdem das 4 mm starke Gel erstarrt

war, wurden jeweils 8 �l PCR-Produkt und 4 �l Auftragspu�er, welcher die Lau�ront sichtbar macht,
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in die Geltaschen pipettiert. Die mit TAE-Pu�er überschichtete Gelplatte wurde dann im Rahmen der

Elektrophorese einer Spannung von 0,8 V/cm Laufstrecke ausgesetzt. Nach Beendigung der Auftren-

nung wurde die Gelplatte für ca. 10 min mit Ethidiumbromid gefärbt. Im UV-Licht bei 320 nm wurde

das Gel durchleuchtet und zu Dokumentationszwecken eine Photographie angefertigt (siehe Abb. 3.2).

2.3.2. Kernspinspektroskopische Untersuchungen

Die Probanden wurden mittels 31P- und 1H-Magnetresonanzspektroskopie untersucht.

Prinzipiell tritt bei der Magnet- oder Kernresonanz ein äuÿeres elektromagnetisches Feld (elektroma-

gnetische Energie) selektiv in Wechselwirkung mit den magnetischen Momenten spezi�scher Atomker-

ne [126]. Das magnetische Moment entsteht durch die Eigenrotation der Atomkerne, den so genannten

Kernspin [47, 49, 59, 63]. Alle Nukleonen (Protonen und Neutronen) haben einen Spin von 1/2. Sowohl

Protonen als auch Neutronen tendieren dazu, Paare mit entgegengesetztem Spin zu bilden, der sich

gegenseitig aufhebt. Demzufolge besitzen Atomkerne mit gerader Massen- und Ordnungszahl keinen

nach auÿen messbaren Kernspin. Deshalb können nur Verbindungen erfasst werden, die Atomkerne

mit Kernspin enthalten, z.B. 31Phosphor oder 1Wassersto�.

Bei der Magnetresonanzspektroskopie wird die zu untersuchende Probe (hier: Muskel) im Zentrum

eines äuÿeren Magnetfeldes positioniert. Über eine dem Muskelbauch direkt angelegte Spule wird ein

elektromagnetischer Impuls generiert, der die Atomkerne anregt. Die Anregungsfrequenz ist für das

jeweils zu untersuchende Element spezi�sch. Die Atomkerne be�nden sich im angeregten Zustand

auf einem höheren Energieniveau als im Ausgangszustand. Nach dem Impuls kehren die Atomkerne

unter Abgabe dieser Energie in Form elektromagnetischer Wellen in den vorherigen Gleichgewichtszu-

stand zurück. Der Betrag und die Frequenz dieser Energie können gemessen werden. Unter geeigneten

Versuchsbedingungen ist die absorbierte und anschlieÿend emittierte Energie proportional zur Anzahl

der angeregten Atomkerne in der untersuchten Probe. Gleiche Atomkerne in unterschiedlicher chemi-

scher Bindung unterscheiden sich in der Frequenz der emittierten elektromagnetischen Wellen. Durch

mathematische Verfahren (siehe Anhang C) können die aufgezeichneten Summensignale aller Verbin-

dungen des Elements in der Probe wieder getrennt werden: Das Rohsignal (FID) wird in das Spektrum

überführt (siehe Abb. 2.1 und 2.8). Ein verwertbares Spektrum der menschlichen Muskulatur entsteht

erst durch Integration einer ausreichenden Anzahl an Rohsignalen. Die einzelnen Peaks repräsentieren

die verschiedenen Verbindungen. Die Fläche unter den Peaks ist proportional zu ihrer Konzentration

im untersuchten Muskelbereich.

Die kernspinspektroskopischen Daten wurden mit einem Ganzkörpertomographen Siemens Magnetom

Vision (Fa. Siemens, Erlangen) akquiriert. Das Gerät ist charakterisiert durch eine Feldstärke von

1,5 Tesla, entsprechend einer Protonenresonanzfrequenz von 63,9 MHz. Für die Phosphormessungen

verringert sich die Resonanzfrequenz auf 25,9 MHz, entsprechend dem Quotienten der gyromagneti-

schen Verhältnisse der beiden Atomkerne.
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Abbildung 2.1.: (Summen-)FID: kernspinspektroskopisches Rohsignal (oben),
31P-Spektrum der Muskulatur (unten) nach softwaregestützter Umwandlung.

PME: Phosphomonoester; Pi : anorganisches Phosphat; PDE: Phosphodiester; PCr:
Phosphokreatin; ATP: Adenosintriphosphat; NADPH: Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat

2.3.2.1. 31P-NMR-Untersuchungen

Das Phosphorspektrum der Muskulatur zeigt 7 bzw. 8 Peaks: Phosphomonoester (PME), anorga-

nisches Phosphat (Pi), Phosphodiester (PDE), Phosphokreatin (PCr) und 3 ATP-Peaks (�, �, 
)

bzw. zusätzlich Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH). Aus den erhobenen Daten kann zu-

dem der cytosolische pH-Wert berechnet werden. PCr, ATP und Pi sind die Hauptmetabolite des

Energiesto�wechsels (siehe Abb. 2.2).

Die Phosphomonoester repräsentieren eine heterogene Gruppe von Sto�en, hauptsächlich Zucker-

phosphate, z.B. als Zwischenprodukte des Citratzyclus oder intrazelluläre Carrier und phosphorylierte

Lipide der Fettsynthese. Hauptkomponenten der Phosphodiester sind Zwischenprodukte des Fettsto�-

wechsels und phosphorylierte Membranbestandteile.

Aus den Ruhespektren sind Rückschlüsse auf die Fasertypverteilung des untersuchten Muskels möglich
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MITOCHONDRIUM CYTOSOL

Glykolyse cytosolisches
ATP/ADP Verhältnis

cytosolischer
ATP Verbrauch

oxidative
Phosphorilierung

Pi

ruhender
Muskel

arbeitender
Muskel

Abbildung 2.2.: Schematische Darstellung des Energietransportes innerhalb der Muskelzelle

Das Kreatin dient in Form des Phosphokreatins als schneller Energieträger von den
Mitochondrien zu den Myo�brillen. Cr: Kreatin; PCr: Phosphokreatin; ATP: Adeno-
sintriphosphat; Pi : anorganisches Phosphat

[100, 156, 148, 139]. Sowohl chemisch [40] als auch kernspinspektroskopisch gewonnene Ergebnis-

se [86, 98] zeigen signi�kante Korrelationen zwischen dem Gehalt an Phosphormetaboliten und der

Fasertypzusammensetzung. Typ-II-Fasern bzw. Muskelgruppen mit überwiegendem Typ-II-Faseranteil

enthalten 60-100% höhere Konzentrationen an Phosphokreatin und weisen im Vergleich zu Muskeln,

die hauptsächlich aus Typ-I-Fasern bestehen, einen gröÿeren PCr/Pi - und PCr/�-ATP-Quotienten

auf. Hohe Typ-II-Faseranteile sind z.B. bei Schnellkraftsportlern physiologisch, lassen sich allerdings

auch bei Patienten mit familiärer Myopathie als möglicher Kompensationsmechanismus nachweisen

[11]. Ein erniedrigter PCr/�-ATP-Quotient gilt als Parameter für eine mitochondriale Dysfunktion

[9]. Erniedrigte PCr/Pi -Quotienten sind Zeichen eines erniedrigten oxidativen Potentials des Muskels

als Ausdruck einer deutlichen Störung des Muskelenergiesto�wechsels, wie sie bei verschiedenen pri-

mären und sekundären mitochondrialen Dysfunktionen, aber auch bei Störungen der Glykolyse und

Glykogenolyse gefunden wurde [31, 45, 99]. Erhöhte PDE-Konzentrationen weisen auf eine Störung

der Ultrastruktur der Muskulatur insbesondere der Membranen (z.B. bei Patienten mit Typ Duchenne

Muskeldystrophie) hin und treten im Rahmen akuter Rhabdomyolyse oder unter Elektrodauerstimula-

tion im Rahmen der Fasertypumwandlung von Typ II nach Typ I auf [11].

In den Spektren der arbeitenden Muskulatur sind folgende Veränderungen zu erwarten: Unter Belastung

sinkt die PCr-Konzentration, während die des anorganischen Phosphats ansteigt. In der Erholungsphase

steigt die PCr-Konzentration wieder bis auf das Ausgangsniveau an, während der Pi-Peak unter den

Ausgangslevel abfällt und danach erst langsam wieder bis auf die Ruhewerte ansteigt. Die ATP-

Konzentration ist unter Belastungsbedingungen mit geringer und mittlerer Intensität konstant [62].

Patienten mit gestörter Glykogenolyse und/oder Glykolyse weisen eine schnellere Phosphokreatin-

Depletion bei geringerer Laktatproduktion gegenüber Normalpersonen auf [6, 8, 9, 79]. Demgegenüber

zeigen Patienten mit Mitochondrien-Fehlfunktionen eindeutige Veränderungen der Phosphorspektren

in der Nachbelastungsphase mit deutlich verzögerter Regenerationsfähigkeit [9, 55, 61, 141].

Mittels 31P-NMR-Spektroskopie erfolgte eine Untersuchung des rechten M. quadriceps femoris (vas-

17



2.3 Testmethoden

tus medialis), des rechten M. biceps femoris und des rechten M. gastrocnemius (medialer Anteil)

in Ruhe, sowie ein fünfminütiger Belastungsversuch mit 30% der isometrischen Maximalkraft und

ein rampenförmig ansteigender Stufentest innerhalb des Tomographen bei zeitgleicher Aufzeichnung

mehrerer Spektren des M. gastrocnemius. Dabei wurde auch die erbrachte Leistung der Probanden

mit erfasst. Die Belastung erfolgte mittels eines dafür konzipierten und aus nicht ferromagnetischen

Materialien mit Unterstützung des Instituts für Forschung und Entwicklung von Sportgeräten (FES)

selbst entwickelten und gefertigten Ergometers. Die Abbildungen 2.3 - 2.5 zeigen den Versuchsaufbau.

Gewicht

Tomograph: Æ 0,7m 

Proband

Schulterpolster, um vertikal
wirkende Kraft aufzunehmen,
damit der Proband nicht
verrutscht. 

Seilzug verläuft 
25cm oberhalb 
des  Geste l l s .  
Wird hinter der 1. 
R o l l e  ( l i n k s )  
einmal negativ 
übersetzt.

Abstand 0,7m

Verstellbares “Ergometergestell” mit den 
Umlenkrollen für den Seilzug, befestigt auf dem 
Tomographentisch und mit dem Zugturm, so 
dass keine vertikale Verschiebung möglich ist.

Tisch, der von rechts in den Tomographen 
gefahren wird. Der Proband auf dem 
Polster und das “Ergometergestell” sind 
auf dem Tisch befestigt.

Abbildung 2.3.: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus für die Belastungsmessungen

innerhalb des Tomographen

Die Probanden wurden aufgefordert, mit einer Frequenz von 1 Hz dynamisch gegen den vorgegebenen

Widerstand plantar zu �ektieren. Die Vorgabe des Tempos erfolgte akustisch durch ein Metronom; die

Bewegungsausführung wurde gegebenenfalls verbal korrigiert. Die Belastungsmessungen des M. gas-

trocnemius wurden direkt im Anschluss an die Ruhemessung des gleichen Muskels durchgeführt, so

dass der Sitz der Ober�ächenspule konstant blieb. Lediglich die Anzahl der Akquisitionen wurde von

128 (entspricht einer Messdauer von 6:24 min) auf 10 (entspricht einer Messdauer von 30 s) reduziert,

um eine der Belastung entsprechende andere zeitliche Au�ösung zu erreichen. Während des aeroben

Belastungstests mit konstantem Widerstand wurden 10 Spektren aufgenommen, in den ersten 10

Nachbelastungsminuten weitere 20 Spektren mit einer zeitlichen Au�ösung von ebenfalls je 30 Sekun-

den. Im rampenförmig ansteigenden Stufentest wurde der Widerstand nach jeder Minute - beginnend

mit 30% der isometrischen Maximalkraft um 10% bis zur muskulären Erschöpfung gesteigert. Auf

jeder Belastungsstufe wurden 2 Spektren à 30 Sekunden und 20 weitere in den ersten 10 Nachbelas-

tungsminuten akquiriert. Der Beginn der Belastungsversuche und der Start der Messungen erfolgten

auf Kommando zeitgleich.

Die Probanden wurden, die Füÿe voran, liegend in den Magneten geschoben. Die Anregung der Phos-

phoratomkerne und die Akquisition der Spektren erfolgten unter Verwendung einer Ober�ächenspule

mit einem Durchmesser von 7 cm (Sende- und Empfangsspule). Der Muskelbauch wurde über dem

Zentrum der Spule positioniert und befestigt. Vor den Phosphormessungen wurde das Magnetfeld

homogenisiert. Dabei wurde in einem 1-Impuls-Experiment (FID-Sequenz) das Zeitsignal der Was-

serresonanz durch Variation der Ströme (Shim-Experiment) maximiert. Für die Phosphormessungen

wurde ebenfalls eine FID-Sequenz verwendet. Die untersuchungsrelevanten Messparameter der Ruhe-
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und Belastungsuntersuchungen sowie des Shim-Experiments sind in Tabelle B.1 in Anhang B aufge-

führt.

Abbildung 2.4.: Selbstgefertigtes Ergometer aus nichtferromagnetischen Materialien zur Belas-

tung innerhalb des MRT

Gesamtdarstellung ohne Proband auÿerhalb (oben links) und innerhalb (oben rechts)
des Tomographen; Ergometer mit Proband (unten)
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Abbildung 2.5.: Detaildarstellung der Kraftübertragung unter Plantar�exion (rechts) und der

Kraftaufzeichnung und Einrichtung zur Belastungssteuerung (links) im selbst-

gefertigten Ergometer aus nichtferromagnetischen Materialien zur Belastung

innerhalb des MRT

2.3.2.2. 1H-NMR-Untersuchungen

Die protonenspektroskopischen Untersuchungen wurden am rechten M. gastrocnemius unter Ruhe-

bedingungen mit einer zirkulären Spule (CP extremity, siehe Abb. 2.6) durchgeführt. Dazu wurden

256 Akquisitionen (einer Messdauer von 7:34 min entsprechend) aus einem im M. gastrocnemius plat-

zierten 10 cm3 groÿen Voxel (4 cm x 1,25 cm x 2 cm) summiert (siehe Abb. 2.7 und Abb. 2.8).

Das Protonenspektrum der Muskulatur zeigt je 2 Resonanzen für extra- und intramyozelluläre Lipide

(EMCL und IMCL) entsprechend der unterschiedlichen Alkylgruppen der Fettsäuren, einen Cholin-

peak und eine Kreatindoublette. Kreatin dient in der Protonenspektroskopie als interner Standard und

ermöglicht so den interindividuellen Vergleich der Lipidresonanzen [19].
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Wie einleitend erwähnt, stehen insbesonde-

re erhöhte intramuskuläre Lipidkonzentratio-

nen im Zusammenhang mit Insulinresistenz

und Hyperlipidämie [4, 24, 143]. Metho-

disch ist dabei zu beachten, dass die EMCL-

Konzentration starken Schwankungen in Ab-

hängigkeit von der Voxelplatzierung unterliegt

(Ein�uss durch subkutanes Fett / intermus-

kuläre Faszien) [127], was im Rahmen der ei-

genen Untersuchungen beachtet wurde (siehe

Abb. 2.7). Vor der langen Ruhemessung wurde

zum einen das Shim-Experiment analog zu den

Phosphormessungen zur Homogenisierung des

Magnetfeldes durchgeführt. Zum anderen er-

folgte eine Optimierung der Parameter zur

Unterdrückung des Wassersignals. Für alle 1H-

Messungen wurden STEAM-Sequenzen (Sti-

mulated Echo Acquisition Mode) verwendet.

Die untersuchungsrelevanten Messparameter

sind in Tabelle B.2 in Anhang B aufgeführt.

Abbildung 2.6.: Zur Versuchsdurchführung der

protonenspektroskopischen Mes-

sungen verwendete zirkuläre

Spule

Abbildung 2.7.: Bildschirmdarstellung mit drei MRT-Schnittbildern durch den Unterschenkel ei-

nes Probanden zur Ausrichtung und Platzierung des (Mess-)Voxels in der Wa-

denmuskulatur
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Abbildung 2.8.: (Summen-)FID - kernspinspektroskopisches Rohsignal (oben) und Protonen-

spektrum der Muskulatur (unten) nach softwaregestützter Umwandlung

EMCL: extramyozelluläre Fette; IMCL: intramyozelluläre Fette; CH2-/CH3-: Alkyl-
gruppen der Fettsäuren

2.3.2.3. Auswertung der NMR-Spektren

Die computergestützte Umwandlung vom kernspinspektroskopischen Rohsignal zum Spektrum, die

Auswertung der akquirierten Spektren und die Berechnung der Fitfunktion erfolgte mittels eigens

erstellter Programme sowie der Software IGOR Pro Version 5.02 für Power Macintosh (Fa. Wave

Metrics Inc., Lake Oswego, OR, USA). Die eigenen Programme und die unter IGOR verwendeten

Makros zur Bearbeitung der Spektren stammen von Herrn P. Konstanczak [60, 81, 108]. Der ge-

naue Auswertungsablauf ist in Anhang C jeweils für 31P- und 1H-Spektren beschrieben und graphisch

dargestellt.

Die Ergebnisse der Spektroskopie für die einzelnen Verbindungen werden im Folgenden als Konzentra-

tionen bezeichnet, bleiben aber ohne physikalische Einheit.

Als Konzentrationsverhältnisse der Phosphorspektroskopie wurden PCr/Pi , PCr/�-ATP, PCr/PME,

PCr/PDE, PCr/Ptotal, PME/�-ATP, PDE/�-ATP, �-ATP/Ptotal und PDE/Ptotal berechnet. �-ATP
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wird dabei als interner Standard verwendet, da die Konzentration im menschlichen Muskel nahezu

konstant ist [62]. Der Quotient aus den einzelnen Metaboliten und Ptotal gibt den jeweiligen relativen

Anteil am Gesamtphosphatpool an.

Aus den Belastungs- und Nachbelastungsspektren wurden die maximale PCr-Depletion (PCr-

Breakdown) und die maximale PCr-Konzentrationszunahme (PCr-Recovery) wie folgt berechnet:

höchster Abfall bzw. Anstieg der PCr-Konzentration zwischen 2 Spektren in Prozent des Ausgangs-

wertes. Als Ausgangswert wurden dafür die Konzentrationen aus dem Ruhespektrum, das direkt vor

der jeweiligen Belastung gemessen wurde, auf 100% gesetzt. Die Werte wurden analog auch für Pi,

�-ATP, PME, PDE und Ptotal berechnet.

Der pH-Wert wird nach der Formel pH = 6; 75 + log � � 3;27
5;69 � �

berechnet, wobei � dem Frequenzabstand zwischen Pi und PCr entspricht [122].

Für die Protonenspektroskopie wurden die Konzentrationsverhältnisse von intra- und extramyozellulä-

ren Fetten (IMCL/EMCL) berechnet und auf die Kreatinkonzentration als internem Standard bezogen.

Zusammenfassend ist in Abbildung 2.9 schematisch die Anordnung der Geräte zur Erzeugung, Akqui-

sition und Auswertung eines Kernresonanzspektrums der Oberschenkelmuskulatur dargestellt.

Abbildung 2.9.: Zur Erzeugung und Auswertung des Kernresonanzspektrums erforderliche Gerä-

te (modi�ziert nach Howe 2002 aus [122]) Die Ober�ächenspule dient der Anregung
der Moleküle im Muskel und der Ableitung des Resonanzsignals. Das Resonanzsignal
wird als FID aufgezeichnet und softwaregestützt in das Resonanzspektrum überführt.
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2.3.3. Fahrradergometer-Tests

Alle Ergometer-Tests wurden mit dem New-

ton Ergolab (Fa. Lode BV, Groningen, Nieder-

lande) durchgeführt. Die stufenweise anstei-

gende Spiroergometrie dient der Erfassung der

aeroben Kapazität. Wegen der verminderten

Belastbarkeit der Patienten wurde der Test

in Abänderung zum bundeseinheitlichen Sche-

ma für Normalpersonen [34, 102, 123] dreh-

zahlunabhängig beginnend mit 0 Watt [153]

und stufenweiser Steigerung um 25 Watt je-

de Minute bis zur subjektiven Erschöpfung als

Rampentest durchgeführt. Die Trittfrequenz

wurde mit 60 - 80 Umdrehungen pro Minute

vorgegeben. Die spirometrischen Daten wur-

den mittels Oxycon Beta (Fa. Mijnhardt BV,

Bunnik, Niederlande) kontinuierlich (breath by

breath) nach vorheriger Gas- und Volumenei-

chung aufgezeichnet. Der Versuchsaufbau ist

beispielhaft in Abbildung 2.10 gezeigt.

Abbildung 2.10.: Fahrradspiroergometrie als

Rampentest (beginnend mit

0 Watt und Steigerung um

25 Watt pro Minute bis zur

subjektiven Erschöpfung)

In den letzten 15 s jeder Belastungsstufe wurde das subjektive Belastungsemp�nden nach der Borg-

Skala (Skalierung 6 - 20) [22] und die Herzfrequenz (HF) über ein Herzfrequenzmessgerät (Fa. Polar

Electro, Kempele, Finnland) erfasst. Des Weiteren erfolgte die Entnahme von 20 �l kapillarisierten

Blutes aus dem hyperämisierten Ohrläppchen mit einer Glaskapillare (Fa. Prüfgerätewerk Medingen

GmbH, Dresden) zur Bestimmung der Blutlaktatkonzentration (BLK). Das Belastungsemp�nden wur-

de bis zum Abbruchzeitpunkt, die Spirometrie bis zur fünften Nachbelastungsminute durchgeführt. Al-

le weiteren Messungen erfolgten auf jeder Belastungsstufe, zum Abbruchzeitpunkt und in der ersten,

dritten, fünften und zehnten Nachbelastungsminute. Die Bestimmung der BLK erfolgte enzymatisch-

amperometrisch (Gerät: Enzym Chemische Analysator (ECA) PD10; VEB Prüfgerätewerk Medingen

GmbH, Dresden).
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2.4. Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit der Software Statistica Version 6.0 (Fa. StatSoft, Tusla,

USA) unter Anleitung und nach Beratung durch das Institut für medizinische Statistik der Charité

durchgeführt. Unterschiede bezüglich der erhobenen Parameter zwischen Einzelgruppen wurden mit-

tels Mann-Whitney-U-Test auf statistische Signi�kanz geprüft, für den Vergleich mehrerer Gruppen

wurde die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse verwendet. Zur Beurteilung statistischer Unterschiede im ae-

roben Belastungstest wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) mit Messwiederholung und post-hoc Bon-

ferroni Test herangezogen. Mittels linearer Regression haben wir die Korrelationskoe�zienten für die

Beziehung zwischen den ermittelten kernspinspektroskopischen Quotienten und den klinischen sowie

leistungsphysiologischen Parametern berechnet.

Dargestellt werden Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung oder Mediane und die jeweili-

gen Quartile, bzw. Minima und Maxima. Als Signi�kanzniveau wurde p<0,05 festgelegt, p<0,01 für

hochsigni�kante Ergebnisse. Der lineare Zusammenhang zwischen zwei Parametern wurde ab 0,5 als

moderat, ab 0,7 als hoch eingestuft.
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3. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden zuerst die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen präsentiert. Im

Anschluss sind die kernspinspektroskopischen Daten, sofern erhoben im Gruppenvergleich, sowie die

leistungsdiagnostischen Kenngröÿen dargestellt. Abschlieÿend werden die einzelnen Ergebnisse auf

korrelative Zusammenhänge geprüft.

3.1. Ergebnisse der genetischen

Untersuchung

Bei allen bis auf zwei Probanden mit dem Phäno-

typ einer FPLD wurde eine der folgenden Muta-

tionen nachgewiesen: R482W, R482Q oder R582H

im LMNA-Gen oder PPAR
-Rezeptor-Mutation

C190S (siehe Tab. 3.1). Die Abbildungen 3.1 und

3.2 zeigen exemplarisch das Ergebnis bei vorliegen-

der Mutation R482W. Durch den Austausch des

Nukleotids C durch T resultiert hier eine Änderung

der Sequenz von CGG in TGG. Auf Ebene der Ami-

nosäuren bedeutet dies, dass statt eines Arginins

wie beim Wildtyp, bei den hier identi�zierten Pati-

enten ein Tryptophan zu �nden ist.

In Abbildung 3.3 sind die Stammbäume der 9 Fami-

lien dargestellt. Alle Personen mit gesicherter Mu-

tation im LMNA-Gen sind rot, die anderen weiÿ

dargestellt. Untersuchte Patienten sind zusätzlich

schwarz umrandet. Patientin C-IV-2 musste wegen

eines Herzschrittmachers von der Untersuchung

ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.1.: Aufstellung der FPLD-Patien-

ten nach Stammbäumen und

jeweils nachgewiesene Muta-

tionen

Patienten H-I-1 und H-II-1 ohne

Direktnachweis einer Mutation.

Stammbaum Mutation

A-III-2 LMNA R482W

A-III-3 LMNA R482W

A-III-5 LMNA R482W

A-III-19 LMNA R482W

B-III-1 LMNA R482Q

B-II-2 LMNA R482Q

C-III-3 LMNA R482Q

D-II-1 LMNA R482Q

E-II-1 LMNA R482Q

F-I-2 LMNA R582H

F-II-1 LMNA R582H

F-II-2 LMNA R582H

G-I-1 PPARG C190S

G-II-1 PPARG C190S

G-II-2 PPARG C190S

H-I-1 -

H-II-1 -

I-II-3 LMNA R482Q

I-III-9 LMNA R482Q
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Abbildung 3.1.: Analyse der Mutation im Codon

482 mittels ABI310 Sequenzie-

rer.

Im oberen Bildteil ist die Wildtyp-

sequenz der in verschiedenen Far-

ben illustrierten Basen dargestellt.

In der unteren Reihe ist die Se-

quenz mit der Mutation C ! T

dargestellt. Y steht für die nicht

mögliche Basenzuordnung, da hier

eine Heterozygotie vorliegt.

A C T T CA C G G T T C

482
Arg/Arg

A C T T CA Y G G T T C

482
Arg/Trp
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Abbildung 3.2.: Gelelektrophoretischer Nachweis der R482W Mutation im Exon 8 der Familie A

(siehe Stammbaum in Abb. 3.3) durch Generierung einer hierfür etablierten PCR-

Reaktion mit anschlieÿendem Verdau mit dem Restriktionsenzym HpaII und Auftren-

nung im Agarosegel. Die 167 bp Bande entspricht dem heterozygoten Auftreten der

R482W Mutation infolge einer fehlenden Spaltungsstelle für das Restriktionsenzym

HpaII bei den Probanden IV-2, III-2, III-5, III-3, IV-4, IV-9, IV-7, III-10, IV-10, III-17,

III-15, III-19 und III-7. Im Gegensatz hierzu weisen die anderen untersuchten Proban-

den keine Mutation auf. Normalerweise generiert diese Reaktion Banden von 98 und

67 Basenpaaren.
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Abbildung 3.3.: Stammbäume der 9 untersuchten Familien

Die Patienten H-I-1 und H-II-1 sind phänotypisch FPLD, aber bei ihnen konnte bislang

keine Mutation nachgewiesen werden.

3.2. Kernspinspektroskopische Ergebnisse

In den folgenden Abschnitten werden zuerst die Ergebnisse der phosphorspektroskopischen Ruhemes-

sungen, anschlieÿend des fünfminütigen aeroben Belastungstests sowie des stufenweise ansteigenden

Ausbelastungstests und abschlieÿend der protonenspektroskopischen Messungen dargestellt.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

3.2.1. Ergebnisse der 31P-Ruhemessungen

In Abbildung 3.4 sind typische Resonanzspektren des M. biceps femoris einer FPLD-Patientin, eines

Probanden aus der Kontrollgruppe und eines Sportlers gegenübergestellt. Im Unterschied zu den gesun-

den Vergleichsprobanden fallen in den Spektren der FPLD-Patienten erhöhte PDE-Konzentrationen

auf.

PDE

PDE

PDE

FPLD

Kontrollgruppe

Sportler

Abbildung 3.4.: Ruhespektrum des M. biceps femoris einer FPLD-Patientin (oben), eines Kon-

trollprobanden (Mitte) und eines Sportlers (unten).

Im Unterschied zu den gesunden Vergleichsprobanden fallen in den Spektren der FPLD-
Patienten erhöhte Konzentrationen der Phophodiester (PDE) auf.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Im Folgenden werden die Konzentrationsverhältnisse der energiereichen Phosphate sowie die pH-Werte

der drei Muskeln unter Ruhebedingungen dargestellt. Die FPLD-Patienten wiesen gegenüber beiden

anderen Gruppen für alle drei Muskeln hochsigni�kant erhöhte PDE-Konzentrationen im Verhältnis

zum Gesamtpool der energiereichen Phosphate auf (PDE/Ptotal für alle 3 Muskeln p<0,001; siehe

Abb. 3.5). Darüber hinaus fanden wir für das Verhältnis von PCr/PDE (Abb. 3.6) und von PDE/�-ATP

(Abb. 3.7) signi�kante Gruppenunterschiede. Während Kontrollprobanden und Sportler keine signi�-

kanten Unterschiede in den Ergebnissen zeigten, lagen die der FPLD-Gruppe hochsigni�kant niedriger

(PCr/PDE für alle 3 Muskeln p<0,001) bzw. höher (PDE/�-ATP für alle 3 Muskeln p<0,001).

    FPLD Kontrollgruppe Sportler
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    FPLD Kontrollgruppe Sportler

M. quadriceps femoris

M. gastrocnemius

    FPLD Kontrollgruppe Sportler

PDE / Ptotal

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

PDE / Ptotal PDE / Ptotal

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10
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Abbildung 3.5.: Ergebnisse der Ruhemessungen für den Quotienten PDE/Ptotal

Die dargestellten Mediane und Quartile zeigen für die FPLD-Patienten signi�kant er-
höhte Phosphodiester-Konzentrationen (PDE) bezogen auf den Gesamtpool der ener-
giereichen Phosphate gegenüber Kontrollprobanden (KG) und Sportlern in allen drei
Muskeln (Kruskal-Wallis ANOVA für alle drei Muskeln p<0,001 FPLD vs. Kontroll-
probanden und Sportler).

Für die übrigen Konzentrationsverhältnisse fanden wir keine signi�kanten Gruppenunterschiede zwi-

schen FPLD-Patienten und Kontrollprobanden. Die Schnellkraftsportler zeigen signi�kant höhere Ver-

hältnisse von PCr/Ptotal im M. biceps femoris (p<0,01) und PCr/�-ATP im M. biceps femoris (p<0,01)

und M. quadriceps femoris (p<0,01) gegenüber beiden anderen Gruppen (siehe Tab. 3.2). Die pH-

Werte waren in allen drei Muskeln in Ruhe ohne signi�kante Gruppenunterschiede. Insgesamt zeigten

alle Quotienten groÿe Streubreiten.
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Abbildung 3.6.: Ergebnisse der Ruhemessungen für den Quotienten PCr/PDE

Dargestellt sind Mediane und die jeweiligen Quartile. Die FPLD-Patienten weisen

signi�kant erhöhte Phosphodiester-Konzentrationen (PDE) im Verhältnis zu den

Phosphokreatin-Konzentrationen gegenüber Kontrollprobanden (KG) und Sportlern in

allen drei Muskeln auf. Daraus resultieren signi�kant niedrigere PCr/PDE-Quotienten

für die FPLD-Gruppe (Kruskal-Wallis ANOVA für alle drei Muskeln p<0,001 FPLD

vs. Kontrollprobanden und Sportler).
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Abbildung 3.7.: Ergebnisse der Ruhemessungen für den Quotienten PDE/�-ATP

Die dargestellten Mediane und Quartile zeigen für die FPLD-Patienten signi�-

kant erhöhte Phosphodiester-Konzentrationen (PDE) im Verhältnis zu den �-ATP-

Konzentrationen gegenüber Kontrollprobanden (KG) und Sportlern in allen drei Mus-

keln (Kruskal-Wallis ANOVA für alle drei Muskeln p<0,001 FPLD vs. Kontrollproban-

den und Sportler).
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Tabelle 3.2.: Ruhequotienten aus PCr/Pi , PCr/�-ATP, PCr/Ptotal und �-ATP/Ptotal als Kenn-

zi�ern für die mitochondriale Fuktion und das oxidative Potential der 3 Muskeln

Sportler weisen im M. biceps und quadriceps femoris höhere PCr/�-ATP Quotienten und

im M. biceps höhere PCr/Ptotal Quotienten gegenüber Kontrollprobanden und FPLD-

Patienten auf. Darüber hinaus konnten keine signi�kanten Unterschiede festgestellt wer-

den. (Kruskal-Wallis ANOVA im M. biceps und M. quadriceps für PCr/�-ATP p<0,01

Sportler vs. Kontrollprobanden und FPLD sowie im M. biceps für PCr/Ptotal p<0,01

Sportler vs. Kontrollprobanden und FPLD).

Quotient Gruppe M. gastrocnemius M. biceps femoris M. quadriceps femoris

Median 25. Quartil 75. Quartil Median 25. Quartil 75. Quartil Median 25. Quartil 75. Quartil

PCr/Pi FPLD 7.16 6.42 8.35 7.75 6.98 9.77 8.60 7.23 9.48

Kontrollgruppe 8.13 7.29 9.16 8.69 8.03 9.78 8.44 8.04 9.48

Sportler 8.56 8.21 9.21 9.48 8.95 10.88 9.15 8.55 10.13

PCr/�-ATP FPLD 4.46 4.08 4.71 4.54 4.31 4.82 5.47 4.89 6.09

Kontrollgruppe 4.58 4.26 4.79 4.29 4.16 4.73 4.65 4.15 4.89

Sportler 4.92 4.21 5.20 5.37 5.12 5.58 5.16 5.16 5.44

PCr/Ptotal FPLD 0.51 0.48 0.52 0.50 0.49 0.52 0.54 0.52 0.55

Kontrollgruppe 0.52 0.50 0.54 0.52 0.50 0.54 0.54 0.52 0.54

Sportler 0.54 0.53 0.55 0.57 0.55 0.58 0.54 0.54 0.55

�-ATP/Ptotal FPLD 0.12 0.11 0.13 0.11 0.11 0.12 0.09 0.90 0.11

Kontrollgruppe 0.11 0.11 0.12 0.12 0.11 0.12 0.11 0.11 0.12

Sportler 0.11 0.10 0.12 0.11 0.10 0.11 0.10 0.10 0.11

3.2.2. Ergebnisse der 31P-Belastungsmessungen

Die kernspinspektroskopischen Belastungsmessungen der Wadenmuskulatur innerhalb des Tomogra-

phen konnten mit 15 der 19 Patienten durchgeführt werden. Zwei Patienten mit bekannter stabiler

Angina pectoris wurden von den Messungen ausgeschlossen; bei zwei weiteren Patientinnen konnten

die Spektren wegen eines technischen Defektes im Tomographen nicht aufgezeichnet werden.

Die Ergebnisse des aeroben dynamischen Belastungstests, der mit 30% der zuvor ermittelten isome-

trischen Maximalkraft der Plantar�exion durchgeführt wurde, werden im Folgenden analog zu den

Ruhemessungen im Gruppenvergleich mit den Kontrollprobanden und Sportlern dargestellt.

Für den stufenförmig ansteigenden Ausbelastungstest fehlen Vergleichsdaten der Kontrollprobanden

und Sportler, so dass hier eine rein deskriptive Darstellung für die Gruppe der FPLD-Patienten gewählt

wurde. Mit den Kontrollprobanden und Schnellkraftsportlern wurde ein anaerob-laktazider Ausbelas-

tungstest unter Verwendung einer Blutsperre am Oberschenkel durchgeführt. Diese Belastungsform

hat sich in Vorversuchen für die Patienten als ungeeignet herausgestellt, weil die Blutsperre schmerz-

bedingt nicht toleriert wurde. Diese Beobachtung ist in dem Kontext interessant, dass die Patienten

Myalgien unklarer Genese angeben, was dem Beschwerdebild der FPLD als typisch zugerechnet werden

kann.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

3.2.2.1. Aerober 5-Minuten-Belastungstest

Abbildung 3.8 zeigt eine Gesamtdarstellung der Belastungsspektren einer FPLD-Patientin nach einer

(B1), drei (B3) und der letzten Minute (B5) des fünfminütigen Ausdauertests mit 30% der Maximal-

kraft, sowie fünf Spektren aus der zehnminütigen Nachbelastungsphase (p30: 30s nach Belastungsen-

de; P1, P3, P5 und P10: 1., 3., 5. und 10. Nachbelastungsminute). Als Referenz ist im Vordergrund

das 30-Sekunden-Ruhespektrum derselben Probandin, das direkt vor der Belastung akquiriert wurde,

mit dargestellt.

Analog dazu zeigen die Abbildungen 3.9 und 3.10 die Gesamtdarstellungen der Spektren aus dem

aeroben Belastungstest für einen Kontrollprobanden und einen Sportler. Die Ergebnisse des aeroben

Belastungstests sind im Gruppenvergleich in Tabelle 3.3 zusammengefasst dargestellt.

Für alle drei Gruppen waren unter Belastung ein deutlicher Abfall der Phosphokreatinkonzentrationen

und ein korrespondierender Anstieg der Konzentrationen des anorganischen Phosphates festzustellen.

In der Erholungsphase kehrten die PCr-Konzentrationen in allen drei Gruppen wieder nahezu voll-

ständig auf das Ausgangsniveau zurück. Die Konzentrationen des anorganischen Phophates sanken

bei allen Probanden deutlich unter das Ausgangsniveau. Das durchschnittliche Minimum wurde in

der dritten Nachbelastungsminute erreicht. Binnen der ersten zehn Nachbelastungsminuten kehrte

die Pi-Konzentration bei keinem Probanden auf das Ausgangsniveau zurück; durchschnittlich lagen

die Werte bei 65% bis 71%. Insgesamt waren die Belastungsreaktion und die Belastungskinetik in

allen drei Gruppen vergleichbar und sowohl für den PCr- als auch den Pi-Verlauf ohne signi�kante

Gruppenunterschiede, mit Ausnahme der Schnellkraftsportler mit signi�kant höheren Konzentrationen

anorganischen Phosphates zwischen der dritten und fünften Belastungsminute (p=0,04). In den Ab-

bildungen 3.11 bis 3.13 sind die prozentualen Verläufe von PCr und Pi für alle drei Gruppen und die

jeweils resultierenden Quotienten dargestellt. Für die Konzentrationsverläufe der übrigen Metabolite

lieÿen sich keine signi�kant unterschiedlichen Verläufe nachweisen.
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Abbildung 3.8.: Summendarstellung der Ruhe- (grün), Belastungs- (rot) und Nachbelastungs-

spektren (blau) einer FPLD-Patientin aus dem aeroben Belastungstest

Unter Belastung zeigt sich ein Absinken der PCr- und PDE-Konzentrationen so-
wie ein Anstieg beider Metabolite in der Nachbelastungsphase, während für die P i -
Konzentration ein gegensätzlicher Verlauf zu verzeichnen ist.
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Abbildung 3.9.: Summendarstellung der Ruhe- (grün), Belastungs- (rot) und Nachbelastungs-

spektren (blau) eines Kontrollprobanden aus dem aeroben Belastungstest

Unter Belastung zeigt sich ein Absinken der PCr- und PDE-Konzentrationen so-
wie ein Anstieg beider Metabolite in der Nachbelastungsphase, während für die P i -
Konzentration ein gegensätzlicher Verlauf zu verzeichnen ist.
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Abbildung 3.10.: Summendarstellung der Ruhe- (grün), Belastungs- (rot) und Nachbelastungs-

spektren (blau) eines Sportlers aus dem aeroben Test

Unter Belastung zeigt sich ein Absinken der PCr- und PDE-Konzentrationen so-
wie ein Anstieg beider Metabolite in der Nachbelastungsphase, während für die P i -
Konzentration ein gegensätzlicher Verlauf zu verzeichnen ist.)

Tabelle 3.3.: Ergebnisse des aeroben Belastungstests im Gruppenvergleich

Bezüglich der dargestellten Parameter PCr und Pi , bzw. der daraus resultierenden Quoti-
enten sowie des pH-Wertes ist die Belastungskinetik ohne signi�kante Gruppenunterschie-
de (Ausnahme: maximale Pi -Konzentration signi�kant höher in der Gruppe der Sportler).
Für die Kennzi�ern und Quotienten, die den Verlauf der PDE-Konzentration charakte-
risieren zeigen die FPLD-Patienten signi�kant unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich
zu den beiden anderen Gruppen. (Q25: 25. Quartil; Q75: 75. Quartil)

FPLD Patienten Kontrollgruppe Sportler

Median Q25 Q75 Median Q25 Q75 Median Q25 Q75

min PCr-Konz. [%] 49,9 39,5 60,3 39,9 28,2 51,6 46,2 26,8 65,6

max PCr-Konz. [%] 98,9 96,1 101,8 94,4 91,2 97,6 95,8 90,4 101,1

max Pi -Konz. [%] 332,9 241,2 424,7 354,4 292,6 416,2 450,1 272,5 627,8

min Pi -Konz. [%] 57,1 46,0 68,1 47,4 34,5 60,3 56,1 34,8 77,5

max PCr Breakdown [%] 42,0 33,8 50,3 49,8 40,5 59,1 43,8 28,4 59,3

max PCr Recovery [%] 20,2 19,6 20,8 20,9 20,2 21,6 21,1 19,9 22,2

max Pi Anstieg [%] 200,6 147,7 253,5 254,4 192,6 316,2 204,1 101,6 306,5

max PCr/Pi 13,91 11,16 16,65 15,96 13,47 18,45 14,93 9,61 20,25

min PCr/Pi 1,46 0,88 2,03 0,96 0,29 1,63 1,48 0,37 2,60

min pH 6,98 6,92 7,04 6,99 6,91 7,06 6,95 6,73 7,16

max PDE [%] 90,4 75,4 105,5 109,4 82,4 136,3 111,7 65,0 158,5

min PDE [%] 51,3 35,9 66,7 30,2 11,6 48,7 22,8 8,0 53,7

max PCr/PDE 15,2 -12,3 42,7 71,9 38,9 104,9 72,8 54,0 91,6

min PCr/PDE 8,6 -7,1 24,2 21,9 18,4 25,5 26,4 17,8 35,0
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Abbildung 3.11.: Prozentualer PCr-Verlauf des aeroben Belastungstests im Gruppenvergleich

Dargestellt sind Mediane und die jeweiligen Quartile; FPLD-Patienten sind blau, Kontroll-

probanden rot und Sportler grün dargestellt. In der Belastungs- (B1-B5) und Erholungs-

phase (p30-P10) zeigen sich in allen 3 Gruppen vergleichbare Veränderungen der PCr-

Konzentrationen ohne signi�kanten Gruppenunterschiede.
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Abbildung 3.12.: Prozentualer Pi-Verlauf des aeroben Belastungstests im Gruppenvergleich

Dargestellt sind Mediane und die jeweiligen Quartile; FPLD-Patienten sind blau, Kon-

trollprobanden rot und Sportler grün dargestellt. In der Belastungs- (B1-B5) und Erho-

lungsphase (p30-P10) zeigen sich in allen 3 Gruppen vergleichbare Veränderungen der Pi -

Konzentrationen; zu den Messzeitpunkten nach der dritten und fünften Belastungsminute

(B3 und B5) weisen die Sportler signi�kant höhere Konzentrationen auf (ANOVA p=0,04

Sportler vs. FPLD und Kontrollprobanden B3 und B5, sonst keine signi�kanten Gruppenun-

terschiede).
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Abbildung 3.13.: PCr/Pi -Verlauf des aeroben Belastungstests im Gruppenvergleich

Dargestellt sind Mediane und jeweilige Quartile; FPLD-Patienten sind blau, Kontrollproban-

den rot und Sportler grün dargestellt. In der Belastungs- (B1-B5) und Erholungsphase (p30-

P10) zeigen sich in allen 3 Gruppen vergleichbare Veränderungen dieses Quotienten ohne

signi�kanten Gruppenunterschiede.
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Abbildung 3.14.: PCr/PDE-Verlauf des aeroben Belastungstests im Gruppenvergleich

Die Mediane und jeweiligen Quartile der FPLD-Patienten sind blau, der Kontrollprobanden rot

und der Sportler grün dargestellt. Die FPLD-Patienten zeigen einen konstanten Verlauf des

Quotienten aus PCr und PDE, während es in den beiden anderen Gruppen unter Belastung

(B1-B5) zu einem Anstieg dieses Quotienten mit Rückkehr auf das Ausgangsniveau in der

Erholungsphase (p30-P10) kommt. Zudem weisen die FPLD-Patienten zu jedem Zeitpunkt

signi�kant niedrigere Ergebnisse im Vergleich zu den beiden anderen Gruppe auf. (ANOVA

p=0,007 FPLD vs. Kontrollprobanden und Sportler).
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Für den Verlauf des PCr/PDE-Quotienten ergaben sich hochsigni�kant unterschiedliche Gruppenver-

läufe (p<0,01; Abb. 3.14). Während die Konzentrationsverhältnisse in der Gruppe der Kontrollpro-

banden und der Sportler unter Belastung deutlich anstiegen (von 22 bzw. 30 auf 72) und in der

Erholungsphase wieder auf das Ausgangsniveau ab�elen, blieb der Quotient bei den FPLD-Patienten

über den gesamten Verlauf nahezu unverändert (zwischen 9 und 15). Der Verlauf der Konzentrati-

onsverhältnisse von PDE zu Ptotal und zu �-ATP zeigte für keinen der beiden Parameter signi�kante

Gruppenunterschiede; im Vergleich der Gruppen zu jedem einzelnen Zeitpunkt waren beide Quotienten

der FPLD-Patienten zu denen der Kontrollprobanden bzw. Sportler hochsigni�kant gröÿer, vergleich-

bar zu den Ruhequotienten. Die PDE-Konzentration war auch unter aeroben Belastungsbedingungen

und in der Erholungsphase im Verhältnis zum Gesamtpool der energiereichen Phosphate bei den Pa-

tienten erhöht. Insgesamt zeigten sich groÿe individuelle Unterschiede in der Belastungsreaktion bei

identischer Belastungsgestaltung.

3.2.2.2. Stufenförmig ansteigender Ausbelastungstest

Abbildung 3.15 zeigt eine Gesamtdarstellung der Belastungsspektren einer FPLD-Patientin jeweils

am Ende jeder Belastungsminute des stufenförmig ansteigenden Ausbelastungstests beginnend mit

30% der anfänglich ermittelten Maximalkraft und Steigerung um 10% bis zur subjektiven muskulä-

ren Erschöpfung, sowie fünf Spektren aus der zehnminütigen Nachbelastungsphase (p30: 30s nach

Belastungsende; P1, P3, P5 und P10: 1., 3., 5. und 10. Nachbelastungsminute). Als Referenz ist

im Vordergrund das 30s-Ruhespektrum derselben Probandin, das direkt vor der Belastung akquiriert

wurde, dargestellt.
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Abbildung 3.15.: Summendarstellung der Ruhe- (grün), Belastungs- (rot) und Nachbelastungs-

spektren (blau) einer FPLD-Patientin aus dem stufenförmigen Test

Unter Belastung zeigt sich ein Absinken der PCr- und PDE-Konzentrationen so-
wie ein Anstieg beider Metabolite in der Nachbelastungsphase, während für die P i -
Konzentration ein gegensätzlicher Verlauf zu verzeichnen ist.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Tabelle 3.4.: Ergebnisse des stufenweise ansteigenden Ausbelastungstests der FPLD-Patienten

Median 25. Quartil 75. Quartil

min PCr-Konzentration in % 16,0 10,0 49,9
max PCr-Konzentration in % 97,7 93,8 100,6
max Pi -Konzentration in % 435,2 255,3 444,0
min Pi -Konzentration in % 54,6 30,6 73,9
max PCr Recovery in % 21,0 10,5 25,5

max PCr/Pi 16,8 8,2 26,9
PCr/Pi bei Abbruch 0,4 0,1 1,4
max PCr/�-ATP 4,9 4,5 5,5

PCr/�-ATP bei Abbruch 1,5 0,7 3,0
pH 1 bei Abbruch 7,0 6,8 7,0
pH 2 bei Abbruch 6,7 6,5 6,7

min pH 1 6,8 6,5 7,0
min pH 2 6,5 6,3 6,6

max PDE in % 86,4 76,1 97,4
min PDE in % 26,5 8,7 43,4
max PCr/PDE 12,7 5,1 15,4
min PCr/PDE 6,7 4,0 12,1

PCr/PDE bei Abbruch 10,4 6,5 15,4

In Tabelle 3.4 sind analog zu den Ergebnissen aus dem aeroben Belastungstest die Konzentrations-

verhältnisse und Kenngröÿen des Stufentests zusammengestellt. Die Abbildungen 3.16 bis 3.18 zeigen

den duchschnittlichen prozentualen Konzentrationsverlauf der einzelnen Metabolite bezogen auf die

direkt vor der Belastung ermittelten Ruhekonzentrationen, die auf 100% gesetzt wurden.

Abbildung 3.16.: Prozentualer Verlauf von PCr und Pi während des Stufentests

Die dargestellten Mediane und jeweiligen Quartile zeigen erwartungsgemäÿ ein Absinken der

PCr-Konzentration unter stufenweise ansteigender Belastung bis zur subjektiven Erschöpfung

(30% bis Abbr) und den korrespondierenden Anstieg der Pi -Konzentration sowie den genau

gegensätzlichen Verlauf dieser beiden Konzentrationen in der Nachbelastungsphase (p30-

P10). Die PCr-Konzentrationen sind blau, die Pi -Konzentrationen schwarz dargestellt.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Abbildung 3.17.: Prozentualer Verlauf von PME und PDE während des Stufentests

Dargestellt sind Mediane und die jeweiligen Quartile; die PDE-Konzentrationen sind
blau, die PME-Konzentrationen schwarz dargestellt.

Abbildung 3.18.: Prozentualer Verlauf von �-ATP und Ptotal während des Stufentests

Dargestellt sind Mediane und die jeweiligen Quartile; die �-ATP-Konzentrationen
sind blau, die Ptotal -Konzentrationen schwarz dargestellt.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Während der Belastungsphase kam es zu einem sukzessiven Abfall der Phosphokreatinkonzentrati-

on und zu einem korrespondierenden Anstieg der Konzentration des anorganischen Phosphats. Bis

zur subjektiven muskulären Erschöpfung durchliefen 3 Patienten 4 Belastungsstufen (Abbruch nach

der 60%-Belastungsstufe), ein Patient scha�te die 70%-Belastungsstufe, je 4 Patienten durchliefen

6 bzw. 7 Stufen (80% bzw. 90% bei Abbruch), 2 Patienten waren bis 100% belastbar und ein Pa-

tientin erreichte sogar 110% der anfänglich ermittelten maximalen isometrischen Kontraktionskraft.

Bei den Patienten, die im Stufentest mehr als 90% der ermittelten isometrischen Maximalkraft bewäl-

tigen konnten, muss angenommen werden, dass die Maximalkraftmessung ein zu niedriges Ergebnis

erbracht hatte. In der Erholungsphase füllten sich die Phosphokreatinpools fast vollständig wieder auf.

Die maximale PCr-Recovery-Rate fand sich analog zum aeroben Belastungstest in den ersten 30 Se-

kunden direkt nach Abbruch und war mit ca. 20% vom Wert identisch zur Reaktion nach aerober

Belastung. Die Konzentration des anorganischen Phosphats sank bis auf ein Minimum in der dritten

Nachbelastungsminute und stieg während der verbleibenden 7 Erholungsminuten nur unwesentlich an.

Unter anaerober Belastung sank die Konzentration der Phosphodiester stärker als bei der aeroben

Belastung auf Minimalwerte von 26,5% der Ausgangskonzentration. Vergleichbare Ergebnisse zeigten

sich bei den Kontrollprobanden und Sportlern unter aeroben Bedingungen. In den ersten 10 Erho-

lungsminuten stieg die Konzentration wieder auf durchschnittlich 86,4% an, was mit den Ergebnissen

aus dem aeroben Belastungstest vergleichbar ist. Die resultierenden Quotienten aus PCr und PDE

waren in Analogie zu den Ergebnissen aus dem aeroben Dauertest nahezu konstant. Die intramuskulär

bestimmten pH-Werte lagen in Ruhe im Mittel bei 7,09 und sanken nach lokaler muskulärer Ausbe-

lastung auf durchschnittlich 6,8 (6,5 bis 7,0). Auch hier fanden sich nur unwesentliche Unterschiede

zu den Messergebnissen aus dem Ausdauertest.

Insgesamt zeigte sich auch bei diesem Test eine groÿe interindividuelle Varianz der Belastungsreaktion

trotz identischer Bewegungs- und Testanweisung mit klar de�niertem Abbruchkriterium.

3.2.3. Ergebnisse der 1H-Ruhemessungen

Von 12 FPLD-Patienten und den 11 Kontrollprobanden wurden Protonenspektren der Wadenmusku-

latur in Ruhe unter Verwendung einer zirkulären Spule erzeugt. Für die Schnellkraftsportler war diese

Messung aus zeitlichen und logistischen Gründen nicht geplant. 4 FPLD-Patienten konnten wegen ei-

nes technischen Defektes in der Protonenspule nicht gemessen werden. Bei 3 weiteren FPLD-Patienten

musste auf diese Messung verzichtet werden, weil die lange Liegedauer im Tomographen von ihnen

nicht toleriert wurde.

In Abbildung 3.19 sind typische 1H-Resonanzspektren der Wadenmuskulatur einer FPLD-Patientin und

eines Kontrollprobanden gegenübergestellt.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Abbildung 3.19.: Protonenspektrum der Wadenmuskulatur einer FPLD-Patientin (oben) und ei-

nes Kontrollprobanden (unten)

Im Verhältnis zu Cholin und Kreatin fallen im Spektrum der FPLD-Patientin sowohl
erhöhte EMCL- als auch IMCL-Konzentrationen intramyozellulär im Vergleich zum
Spektrum des Kontrollprobanden auf.
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Für die Konzentrationsverhältnisse aus IMCL sowie EMCL zu Kreatin - als internem Standard unter

Ruhebedingungen [119, 120, 19] - bestanden im Gesamtgruppenvergleich signi�kante Gruppenunter-

schiede (p=0,02 IMCL/Cr bzw. p<0,001 EMCL/Cr), jeweils mit im Verhältnis höheren Lipidkonzen-

trationen für die Patientengruppe (siehe Abb. 3.20 und 3.21).
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Abbildung 3.20.: IMCL/Kreatin-Quotient im M. gastrocnemius im Gruppenvergleich

Die dargestellten Mediane, jeweiligen Quartile sowie Minima und Maxima zeigen
im Verhältnis zur Kreatin-Konzentration als internem Standard erhöhte IMCL-
Konzentrationen für die FPLD-Gruppe (M-W-U-Test mit signi�kant gröÿeren Quo-
tienten für die FPLD-Gruppe (p=0,02)).
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Abbildung 3.21.: EMCL/Kreatin-Quotient im M. gastrocnemius im Gruppenvergleich

Die dargestellten Mediane, jeweiligen Quartile sowie Minima und Maxima zeigen
im Verhältnis zur Kreatin-Konzentration als internem Standard erhöhte EMCL-
Konzentrationen für die FPLD-Gruppe (M-W-U-Test mit hochsigni�kant gröÿeren
Quotienten für die FPLD-Gruppe (p<0,001)).
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3.2 Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Für das Verteilungsmuster aus extra- und intramyozellulären Fetten zeigten die FPLD-Patienten hoch-

signi�kant höhere Quotienten als die Kontrollprobanden. In der Patientengruppe lagen die Konzen-

trationen an extramyozellulärem Fett im Mittel um das fün�ache über denen der intramyozellulären

Fette, während bei den Kontrollprobanden das Verhältnis etwa drei zu eins betrug (siehe Abb. 3.22).
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Abbildung 3.22.: Ergebnisse des Quotienten aus extra- und intrazellulären Fetten im Gruppen-

vergleich

Die dargestellten Mediane und jeweiligen Quartile zeigen für die FPLD-Gruppe signi-

�kant gröÿere Quotienten (Kruskal-Wallis Einzelgruppenvergleich p=0,003).

Die Kreatin- und Cholinkonzentrationen zeigten keine signi�kanten Gruppenunterschiede.
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3.4 Korrelationsanalyse

3.3. Leistungsdiagnostische Ergebnisse

Analog zu den Belastungsmessungen im Kernspintomographen wurde der fahrradergometrische Ram-

pentest mit 15 Patienten durchgeführt. In Tabelle 3.5 sind die Ergebnisse des 1-Minuten-Rampentests

zusammengefasst.

Tabelle 3.5.: Ergebnisse des fahrradergometrischen Rampentests der FPLD-Patienten

Einheit Mittelw. Stdabw.

P max Watt 185,0 52,4

rel. P max Watt/kg KG 2,6 0,6

P IAS Watt 75,1 31,5

rel. P IAS Watt/kg KG 1,0 0,4

V'E max l/min 85,6 29,3

V'E vslope l/min 34,5 9,7

VO2 peak ml 2051,3 510,4

rel. VO2 peak ml/kg min 28,9 6,6

HF max 1/s 164,5 21,0

Laktat Abbruch mmol/l 9,9 3,1

Laktat max mmol/l 12,1 3,6

Laktat IAS mmol/l 2,4 0,6

RQ max 1,7 0,2

Die fahrradergometrische Leistungsfähigkeit lag im 1-Minuten-Rampentest im alters- und geschlechts-

spezi�schen Normbereich. Durchschnittlich 2,60 Watt pro kg Körpergewicht entsprechen 106,6% der

Norm. Die aerobe Kapazität wies mit einer VO2 peak von 28,9 ml pro kg Körpergewicht pro Minute

eine Einschränkung um -22,9% gegenüber der alters- und geschlechtsspezi�schen Norm auf. Bezogen

auf die geleistete Workrate lag die aerobe Kapazität mit 8,61 ml/min*Watt ebenfalls ca. 20% unter

der alters- und körperdimensionsunabhängigen Norm von 10,29 ml/min*Watt.

Die anaerobe Kapazität lag mit maximalen Laktatkonzentrationen von 12,1 mmol/l und einem re-

spiratorischen Quotienten bei Belastungsabbruch von 1,37 (RQ max im Durchschnitt 1,66) im hoch-

normalen Bereich (Ruhelaktatkonzentration grenzwertig hoch-normal bis erhöht: 1,7 mmol/l). Der

individuelle anaerobe Übergangsbereich (individuelle anaerobe Schwelle = so genannte individuelle Lak-

tatschwelle nach Stegmann / Kindermann [136, 135]) lag bei 40% der maximalen Leistungsfähigkeit

(entsprechend 55,9% der VO2 peak) und trat gegenüber der alters- und geschlechtsspezi�schen Norm

verfrüht ein.
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3.4 Korrelationsanalyse

3.4. Korrelation kernspinspektroskopischer Ergebnisse mit klinischen

und leistungsdiagnostischen Daten

Die signi�kanten Korrelationen zwischen den kernspinspektroskopisch gewonnenen Ergebnissen und

den klinischen sowie leistungsdiagnostischen Daten sind in den Tabellen 3.6 bis 3.10 zusammengefasst.

Tabelle 3.6.: Korrelationsmatrix für die Quotienten PCr/PDE, PDE/�-ATP und PDE/Ptotal zur

Triglycerid-Konzentration im Serum

/TG PCr/PDE PDE/�-ATP PDE/Ptotal

Ruhe M. biceps femoris -0.64 0.76 0.80

Ruhe M. quadriceps femoris -0.68 0.76 0.78

Ruhe M. gastrocnemius -0.63 0.74 0.76

Tabelle 3.7.: Korrelationen EMCL/IMCL zu den Konzentrationen der Triglyceride (TG) und der

LDL im Serum und zum BMI

TG LDL BMI

EMCL/IMCL 0.91 0.90 0.97

Für die klinischen Parameter konnten wir einen hohen Zusammenhang zwischen realtiver PDE- und der

Triglyceridkonzentration im Blutplasma nachweisen (Tab. 3.6). Das Fettverteilungsmuster aus EMCL

und IMCL korreliert zudem mit der Triglycerid- und LDL-Konzentration im Blutplasma und dem BMI

(Tab. 3.7).

Für den fahrradergometrischen Stufentest fanden wir einen moderaten bis hohen negativen Zusam-

menhang zwischen relativer PDE-Konzentration in Ruhe und unter Belastung zu den Parametern für

die absolute und relative Leistungsfähigkeit, zur absoluten und relativen Sauersto�aufnahme (Maxi-

malwerte und Werte an der individuell ermittelten anaeroben Schwelle), zur maximalen Herzfrequenz

und zur Laktatkonzentration an der individuellen anaeroben Schwelle (Tab. 3.8 - 3.10).

Weitere signi�kante Korrelationen zwischen den kernspinspektroskopischen und den klinischen sowie

leistungsdiagnostischen Ergebnissen bestanden nicht.
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3.4 Korrelationsanalyse

Tabelle 3.8.: Korrelationsmatrix für die PCr/PDE-Quotienten der Ruhemessungen und beider

Belastungstests zu Parametern aus den fahrradergometrischen Stufentests

(Ruhe grün, Belastung rot, Nachbelastung blau, entsprechend den Darstellungen der

Spektren, signi�kante Korrelationen mit p<0,05; n.s.= nicht signi�kant)

Pmax
rel.

Pmax

VO2

peak

rel. VO2

peak

HF

max

Laktat

Abbruch

Laktat

max

Ruhe M. biceps femoris 0,67 0,70 0,63 0,63 0,62 0,73 0,67

Ruhe M. quadriceps femoris 0,60 0,64 0,59 0,61 0,57 0,70 0,64

Ruhe M. gastrocnemius lang n.s. 0,55 n.s. 0,52 0,59 0,67 0,63

Ruhe M.gastrocnemius (30 s) 0,56 0,59 0,55 0,56 0,55 0,62 0,56

aerobe Belastung 1 min n.s. 0,52 0,57 0,61 n.s. 0,55 n.s.

aerobe Belastung 3 min 0,61 0,58 0,67 0,63 n.s. 0,58 n.s.

aerobe Belastung 5 min n.s. 0,51 n.s. n.s. n.s. 0,56 n.s.

Nachbelastung p30 n.s. 0,48 0,55 0,57 n.s. 0,55 n.s.

Nachbelastung P1 0,59 0,58 0,61 0,57 n.s. 0,63 n.s.

Nachbelastung P3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Nachbelastung P5 n.s. n.s. n.s. 0,51 n.s. 0,57 n.s.

Nachbelastung P10 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,50 n.s.

Stufentest 30% 0,69 0,61 0,68 0,55 n.s. 0,53 n.s.

Stufentest 40% 0,74 0,64 0,77 0,63 n.s. 0,55 n.s.

Stufentest 50% n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Stufentest 60% 0,69 0,60 0,70 0,56 n.s. 0,50 n.s.

Stufentest 70% 0,73 0,67 0,74 0,61 n.s. n.s. n.s.

Stufentest Abbruch 0,61 0,60 0,70 0,69 n.s. 0,50 n.s.

Nachbelastung p30 0,51 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Nachbelastung P1 0,59 0,57 0,57 0,51 n.s. 0,75 n.s.

Nachbelastung P3 0,60 0,54 0,59 n.s. n.s. 0,64 n.s.

Nachbelastung P5 0,56 0,52 0,54 n.s. n.s. 0,55 n.s.

Nachbelastung P10 n.s. n.s. 0,54 0,52 n.s. n.s. n.s.
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3.4 Korrelationsanalyse

Tabelle 3.9.: Korrelationsmatrix für die PDE/�-ATP-Quotienten aus den Ruhemessungen und

den aeroben Belastungstests zu Parametern des fahrradergometrischen Stufentests

(Ruhe grün, Belastung rot, Nachbelastung blau, entsprechend den Darstellungen der

Spektren, signi�kante Korrelationen mit p<0,05; n.s.= nicht signi�kant)

VO2

peak

rel. VO2

peak

rel.

Vslope

HF

max

HF

IAS

Ruhe M. biceps femoris -0,54 -0,64 -0,65 -0,71 -0,61

Ruhe M. quadriceps femoris n.s. -0,57 -0,65 -0,58 -0,57

Ruhe M. gastrocnemius lang -0,55 -0,60 -0,70 -0,61 -0,53

Ruhe M.gastrocnemius (30 s) n.s. n.s. -0,57 n.s. n.s.

aerobe Belastung 1 min n.s. -0,56 -0,61 n.s. -0,52

aerobe Belastung 3 min n.s. -0,54 -0,54 n.s. n.s.

aerobe Belastung 5 min -0,54 -0,63 -0,67 n.s. -0,51

Nachbelastung p30 -0,50 -0,56 -0,63 n.s. -0,54

Nachbelastung P1 n.s. n.s. -0,65 n.s. n.s.

Nachbelastung P3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Nachbelastung P5 n.s. -0,51 -0,57 n.s. -0,56

Nachbelastung P10 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s

Tabelle 3.10.: Korrelationsmatrix für PDE/Ptotal -Quotienten aus den Ruhemessungen und den

aeroben Belastungstests zu Parametern des fahrradergometrischen Stufentests

(Ruhe grün, Belastung rot, Nachbelastung blau, entsprechend den Darstellungen der

Spektren, signi�kante Korrelationen mit p<0,05; n.s.= nicht signi�kant)

VO2

peak

rel. VO2

peak

rel.

Vslope

HF

max

HF

IAS

Laktat

Abbruch

Laktat

max

Ruhe M. biceps femoris -0,58 -0,69 -0,65 -0,79 -0,65 -0,71 -0,64

Ruhe M. quadriceps femoris -0,50 -0,59 -0,62 -0,64 -0,52 -0,60 -0,54

Ruhe M. gastrocnemius lang -0,57 -0,66 -0,69 -0,73 -0,64 -0,59 -0,51

Ruhe M.gastrocnemius (30 s) -0,59 -0,66 -0,71 -0,71 -0,61 -0,55 n.s.

aerobe Belastung 1 min n.s. n.s. -0,57 -0,50 n.s. n.s. n.s.

aerobe Belastung 3 min n.s. -0,56 -0,60 n.s. -0,55 n.s. n.s.

aerobe Belastung 5 min n.s. -0,54 -0,53 -0,52 -0,52 n.s. n.s.

Nachbelastung p30 -0,60 -0,68 -0,66 n.s. -0,57 n.s. n.s.

Nachbelastung P1 -0,53 -0,61 -0,65 -0,53 -0,56 n.s. n.s.

Nachbelastung P3 n.s. -0,53 -0,64 n.s. n.s. n.s. n.s.

Nachbelastung P5 n.s. -0,50 -0,52 -0,51 n.s. n.s. n.s.

Nachbelastung P10 n.s. -0,56 -0,57 -0,60 -0,59 n.s. n.s.
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4 Diskussion

4. Diskussion

Anhand kernspinspektroskopischer Ruhe- und Belastungsmessungen haben wir weltweit erstmalig den

Metabolismus der Beinmuskulatur von 19 Patienten mit dem klinischen Bild einer familiären partiellen

Lipodysthropie Typ Dunnigan-Köbberling (FPLD) untersucht und Veränderungen gegenüber Spektren

von gesunden Vergleichsprobanden herausgearbeitet. Im Kontext bereits erhobener laborchemischer

Parameter und der Ergebnisse leistungsphysiologischer Tests konnten wir den klinischen Phänotyp

dieses seltenen, genetisch bedingten Krankheitsbildes weiter charakterisieren. Ziel der vorliegenden Ar-

beit war es, mögliche Zusammenhänge zwischen genetischem Defekt und klinischem Erscheinungsbild

durch Untersuchungen zu Veränderungen des Energie- und Fettsto�wechsels der Skelettmuskulatur

auf molekularer Ebene zu erklären. Im Rahmen der Arbeit konnten wir die drei einleitend aufgestellten

Hypothesen veri�zieren:

1. Patienten mit FPLD weisen charakteristische Veränderungen der 31P-Ruhe- und 31P-

Belastungsspektren der Beinmuskulatur gegenüber gesunden Probanden auf:

� In den Ruhespektren konnten wir erhöhte PDE-Konzentrationen im Verhältnis zu allen

anderen Metaboliten nachweisen.

� Unter aeroben Belastungsbedingungen zeigten die Patienten einen konstanten Verlauf des

PCr/PDE-Quotienten, während es bei den gesunden Kontrollprobanden zu einem Anstieg

dieses Parameters unter Belastung mit Rückkehr auf das Ausgangsniveau in der Nachbe-

lastungsphase kam.

� Im rampenförmigen Ausbelastungstest wiesen die FPLD-Patienten eine niedrige PCr-

Recovery bei geringem Absinken des pH-Werts auf.

2. Patienten mit FPLD haben ein di�erentes Verteilungsmuster intra- und extramyozellulärer Fette

der Wadenmuskulatur gegenüber gesunden Probanden:

� In der Patientengruppe konnten wir signi�kant höhere Konzentrationen sowohl der intra-

als auch extramyozellulären Lipide nachweisen.

� Gegenüber den Kontrollprobanden wiesen die FPLD-Patienten signi�kant höhere Konzen-

trationsverhältnisse EMCL/IMCL auf.

3. Die magnetresonanzspektroskopischen Ergebnisse korrelieren mit für das Krankheitsbild charak-

teristischen klinischen und leistungsphysiologischen Parametern:

� Die (relative) PDE-Konzentration korreliert mit der Lipidkonzentration im Plasma.

� Die (relative) PDE-Konzentration korreliert negativ mit Parametern der aeroben und an-

aeroben Leistungsfähigkeit.

� Der EMCL/IMCL-Quotient korreliert mit der Plasmalipid- und -LDL-Konzentration.

� Die (relative) PDE-Konzentration korreliert mit dem EMCL/IMCL-Quotienten.
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4.1 Einschränkungen der Studie und Methodenkritik

4.1. Einschränkungen der Studie und Methodenkritik

Die Ergebnisse sind aufgrund der geringen Patienten- und Kontrollprobandenzahlen im Hinblick auf

die statistische Auswertbarkeit mit Einschränkungen verbunden. Die gefundenen, deutlich ausgepräg-

ten signi�kanten Korrelationen und Unterschiede zu den gesunden Vergeichsprobanden trotz dieser

Fallzahlen unterstreichen die Eindeutigkeit dieser Ergebnisse. Weitere Zusammenhänge werden aber

möglicherweise maskiert. Auf eine Poweranalyse zur Fallzahloptimierung haben wir trotzdem verzich-

tet, weil mehr Patienten mit dieser seltenen Erkrankung nicht zu gewinnen gewesen wären; unseres

Wissens ist das die bisher weltweit gröÿte Patientengruppe mit diesem Krankheitsbild, die in einer Stu-

die untersucht wurde. Aufgrund der zeitlich, logistisch und �nanziell sehr aufwändigen Untersuchungen

war die maximal mögliche Anzahl an Probanden zudem begrenzt.

Als weitere Einschränkung der vorliegenden Studie ist die Wahl der Kontrollgruppe zu nennen. Als

Kontrollprobanden wurden ausschlieÿlich junge, gesunde Männer gewählt, um mögliche Ein�üsse durch

Alter oder Geschlecht auszuschlieÿen. Damit ist für die Patientengruppe nicht auszuschlieÿen, dass

die gefundenen signi�kanten Unterschiede nicht allein auf die Erkrankung zurückzuführen sind. Um

den Ein�uss der Muskelhypertrophie zu berücksichtigen, wurden gezielt auch Sportler mit vergleichbar

groÿer Muskelmasse als Vergleichsprobanden herangezogen. Eine weitere alters- und geschlechtsadap-

tierte Kontrollgruppe im Sinne eines Pair-matched-Verfahrens konnte aus oben erwähnten logistischen

und �nanziellen Gründen nicht zusätzlich untersucht werden.

Die Untersuchungsmethoden weisen zwei Schwachpunkte auf: Zum einen wurden der stufenförmige

Belastungstest im Tomographen nur mit der Patientengruppe durchgeführt. Prinzipiell war auch für

die Patienten ein anaerober Belastungstest mit Blutsperre geplant, wie er bei den Kontrollprobanden

durchgeführt wurde. Diese Art der Belastungsmessung wurde aber schmerzbedingt von den Patienten

nicht toleriert. Zum anderen war die Methode zur Bestimmung der isometrischen Maximalkraft auÿer-

halb des Tomographen anscheinend nicht ausreichend präzise. Durch den höheren Freiheitsgrad ohne

Fixierung von Ober- und Unterschenkel wurden sowohl zu hohe als auch zu niedrige Maximalkraft-

Ergebnisse ermittelt. Das führte dann in der Folge in den Belastungsmessungen im Tomographen zu

etwas erhöhten oder zu niedrigen Belastungen. Die Belastungsreaktion wies aber bei allen Probanden

auf steady-state Bedingungen im aeroben Belastungstest hin [79, 78] und erfüllte die Kriterien der

muskulären Ausbelastung im Rampentest [7].

Letzter Punkt der Methodenkritik ist ein Schwachpunkt kernspinspektroskopischer Untersuchungen

an sich. Die gewonnenen Ergebnisse sind als absolute Zahlen schwierig mit anderen verö�entlichten

Daten zu vergleichen, weil gerätespezi�sche Eigenschaften (insbesondere des Tomographen und der

verwendeteten Spulen) erheblichen Ein�uss auf die Ergebnisse haben. Systemintern ist eine sehr hohe

Genauigkeit und Messkonstanz gewährleistet [91].

Im Folgenden werden zuerst die Ergebnisse der genetischen, klinisch-laborchemischen und leistungs-

physiologischen Untersuchungen diskutiert, um den klinischen Phänotyp weiter zu charakterisieren.

Anschlieÿend erfolgt die Bewertung der kernspinspektroskopisch erhobenen Daten unter Berücksichti-

gung des Ausprägungsgrades der Erkrankung und im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen und

Schnellkraftsportlern, sowie eine Einordnung und Bewertung der eigenen Ergebnisse unter Berücksich-

tigung anderer Verö�entlichungen. Abschlieÿend werden die praktische Relevanz der Untersuchungen

diskutiert und Schlussfolgerungen gezogen.
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4.2. Genetische, klinisch-laborchemische und leistungsphysiologische

Ergebnisse

Unsere Patientengruppe wies die typischen für die FPLD beschriebenen klinischen Symptome [65, 74,

149, 157] mit Abhängigkeit des Ausprägungsgrades der Erkrankung vom Geschlecht [66, 151], Alter

[30, 66, 67] und der vorliegenden Mutation [54, 68, 151, 159] auf. Bei allen bis auf 4 Probanden

mit dem Phänotyp einer FPLD haben wir eine Mutation im LMNA-Gen nachgewiesen. Dabei zeigten

die Patienten mit den Mutationen R482Q und R482W, bei denen Lamin A und C betro�en sind,

ausgeprägte Symptome, während die beiden Patienten mit der Mutation R582H, einer Sequenz, die

ausschlieÿlich für Lamin A codiert, in Übereinstimmung mit der Literatur atypische, weniger stark

ausgeprägte Symptome aufwiesen [74, 131, 149]. Bei zwei Probanden wurde eine Mutation im PPAR
-

Rezeptor (PPAR
190S) gefunden. Diese genetischen Varianten gehen als sekundäre Laminopathie

klinisch in der Regel ebenfalls mit dem Vollbild einer FPLD einher [65, 74, 149, 92, 93]. Mittlerweile

wurden Mutationen im ZMPSTE24 -, AKT2 - und CIDEC -Gen als weitere Ursachen für eine FPLD

gefunden [121], was möglicherweise den fehlenden Nachweis einer Mutation bei den Probanden H-I-1

und H-II-1 im eigenen Patientenkollektiv trotz des charakteristischen klinischen Bildes einer FPLD

erklärt.

Klinisch stehen bei der FPLD der Diabetes mellitus und die medikamentös schwierig einzustellende

Hypertriglyceridämie im Vordergrund. Als markantestes äuÿeres Merkmal erscheint die Hypertrophie

der Extremitätenmuskulatur, was den Patienten in Kombination mit dem regionalen Verlust des Sub-

kutanfettgewebes ein athletisches Aussehen verleiht. Viele Patienten, insbesondere jene mit deutlich

ausgeprägtem Phänotyp der Erkrankung berichten aber über verminderte Belastbarkeit, schnelles Er-

müden und massive Schmerzen in der hypertrophierten Muskulatur. Die Arbeitsgruppe um Spuler

[134] konnte in Biopsien aus dem M. vastus lateralis bei 4 Patienten mit ausgeprägtem Phänotyp

einer FPLD im Vergleich zu asymptomatischen Kontrollprobanden die Hypertrophie beider Muskel-

fasertypen bei sonst unspezi�schen moderaten myopathischen Veränderungen nachweisen. Über hi-

stochemische, enzymhistochemische und genetische Untersuchungen deckten sie Veränderungen in

der SMAD-Myostatin-Interaktion bei erhöhten intrazellulären SMAD-Konzentrationen und reduzier-

ten Myostatinkonzentrationen als mögliche Ursache für die Hypertrophie auf. SMAD, der intrazelluläre

Mediator von Myostatin, ist bei den Patienten an die Kernmembran angeheftet und nicht wie bei Nor-

malpersonen innerhalb des Zellkerns lokalisiert. Das erklärt die bei der FPLD auftretende Muskelhyper-

trophie vergleichbar zum Phänotyp einer Myostatinde�zienz im Gegensatz zu anderen Laminopathien

und Lipodystrophien über eine Störung der SMAD-Signalkaskade. Die Muskelhypertrophie tritt auf-

grund dieser direkten genetischen Ursache als eines der ersten Symptome bereits im Pubertätsalter in

Erscheinung. Die damit verbundenen Myalgien sind vermutlich auf eine Erhöhung des Kompartment-

druckes in den Muskellogen unter Belastung zurückzuführen, welche mit einer lokalen Minderperfusion

verbunden sind. Diese Theorie wird durch die von uns beobachtete Intoleranz gegenüber der Belas-

tungstestung unter Blutsperre im Tomographen weiter untermauert. Aktuelle Forschungsergebnisse

zeigen zudem, dass SMAD neben dem enormen Ein�uss auf die Di�erenzierung von Myozyten auch

in der Di�erenzierung von Adipozyten eine entscheidenen Rolle spielt [64].
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Die subjektiv eingeschränkte Belastbarkeit mit schnellem Ermüden konnten wir im Rahmen unserer

Untersuchungen objektivieren. Bei insgesamt normaler körpergewichtsadaptierter maximaler Leistung

ist die aerobe Leistungsfähigkeit im Mittel um 23% erniedrigt. Die veränderte Belastungsreaktion führt

bei den Patienten zu einem verfrühten Übergang der aeroben zur anaeroben Energiebereitstellung. In

den kernspinspektroskopischen Belastungsmessungen zeigten die Patienten nach lokaler Ausbelastung

zudem verminderte Regenerationsraten für den PCr-Pool. Widersprüchlich sind unsere Ergebnisse zur

anaeroben Belastungsreaktion und Laktatproduktion im Vergleich der Rampentests auf dem Fahrra-

dergometer und im Tomographen. Maximale Laktatkonzentration und respiratorischer Quotient im

Fahrradtest �elen hochnormal aus, was noch stärker zu gewichten ist, da ein Teil der Patienten eine

Medikation mit �-blockierenden Substanzen erhielt, welche per se niedrigere maximale Laktatkon-

zentrationen bedingen können. Im NMR zeigte sich dem gegenüber ein geringer pH-Wert-Abfall. In

vergleichbaren Ausbelastungstests wurden kernspinspektroskopisch pH-Werte zwischen 6,2 und 6,4

gemessen [150, 158]. Möglicherweise sind diese Unterschiede durch die im MRT im Vergleich zur Ge-

samtmuskelmasse eingesetzte kleine Muskelgruppe mit geringer Muskelmasse zu erklären. Zudem sind

die für das Krankheitsbild typischen Veränderungen in der untersuchten Wadenmuskulatur am stärks-

ten ausgeprägt, was eine vom Gesamtorganismus abweichende Belastungsreaktion ebenfalls begründen

könnte. Die Minderung der Leistungsfähigkeit korreliert mit Parametern, die den Ausprägungsgrad der

FPLD widerspiegeln, wobei wir die gröÿten Zusammenhänge für die Leistungsparameter an der indivi-

duellen anaeroben Schwelle fanden. Wahrscheinlich sind die erheblichen und im Verlauf der Erkrankung

zunehmenden Veränderungen des intrazellulären Energiesto�wechsels der Grund dafür, was sich durch

unsere kernspinspektroskopischen Ergebnisse untermauern lässt, welche im folgenden diskutiert wer-

den.

4.3. Kernspinspektroskopische Ergebnisse

Erwartungsgemäÿ haben wir aufgrund der ausgeprägten morphologischen Veränderungen und Sto�-

wechselanomalien der FPLD-Patienten in den kernspinspektroskopischen Untersuchungen der Skelett-

muskulatur sowohl unter Ruhe- als auch Belastungsbedingungen Au�älligkeiten gegenüber gesunden

Vergleichspersonen gefunden. Die Kernspinspektroskopie gilt dabei als sehr sensitives Verfahren, mit

dem bereits Veränderungen des Energiesto�wechsels erfasst werden können, noch bevor pathologische

Veränderungen systemisch (z.B. laborchemisch) auftreten oder phänotypische Au�älligkeiten sichtbar

werden [8, 61, 72, 79, 138]. Diese Beobachtung können wir für das Krankheitsbild der FPLD bestäti-

gen.

4.3.1. Kernspinspektroskopische Messungen der ruhenden Muskulatur

Die Patienten wiesen erhöhte Konzentrationen der Phosphodiester bei sonst insgesamt unau�älligem

Ruheverteilungsmuster der energiereichen Phosphometabolite auf. Erhöhte PDE- und PME-, ADP-

und Pi- bei erniedrigten Phosphokreatinkonzentrationen sowie erhöhte pH-Werte in Ruhe wurden für

Patienten mit Duchenne- und Becker-Muskeldystrophie berichtet [8, 9, 79, 11]. Die beschriebenen

Veränderungen korrelieren mit dem Ausprägungsgrad der Erkrankung und wurden als Zeichen einer
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Störung der Ultrastruktur der Muskulatur insbesondere der Membranen mit dadurch freigesetzten

Membranphospholipiden gedeutet. Bis auf die erhöhten PDE-Konzentrationen konnten wir derarti-

ge Veränderungen in unserer Patientengruppe nicht nachweisen. Die Erhöhung der Phosphodiester-

Konzentration ist bei den FPLD-Patienten zudem deutlicher ausgeprägt, als in den genannten Veröf-

fentlichungen über die beiden anderen Krankheitsbilder beschrieben oder gezeigt. Limitierend für einen

Vergleich mit diesen Studienergebnissen ist die geringe Patientenanzahl (n<10); auÿerdem handelt

es sich um Muskeldystrophien, während bei der FPLD die Lipodystrophie im Vordergrund steht und

zusätzlich eine Muskelhypertrophie zu verzeichnen ist.

Es liegen lediglich drei 31P-MRS-Studien aus dem Krankheitskomplex der Laminopathien zum Ver-

gleich mit den eigenen Untersuchungen vor [45, 53, 97]. Bei äuÿerst geringen Probandenzahlen

sind die Ergebnisse zudem uneinheitlich. Die Arbeitsgruppe um Barbiroli [45] konnte bei 3 Patienten

mit autosomal dominanter Limb-Girdle-Myopathie und histologisch nachgewiesenen ragged-red �bers

sowie vorliegender Kardiomyopathie histologische und phosphorspektroskopische Veränderungen im

Sinne einer mitochondrialen Myopathie mit erniedrigten PCr-Konzentrationen (erniedrigte PCr/Pi-

und PCr/�-ATP-Quotienten), erhöhten ADP-Konzentrationen und erniedrigtem Potential der oxida-

tiven Phosphorylierung nachweisen, während Lodi und Mitarbeiter [97] bei ihren Patienten (n=7) im

Frühstadium einer autosomal rezessiv vererbten Limb-Girdle-Muskeldystrophie bis auf eine pH-Wert-

Erhöhung in Ruhe keine weiteren Veränderungen der Phosphorspektren feststellen konnten. Dabei ist

zu berücksichtigen, dass die Patienten, die von der Arbeitsgruppe um Lodi untersucht wurden, keine

klinischen Zeichen der Muskeldystrophie aufwiesen. Garg und Stray-Gundersen [53] fanden in Muskel-

biopsien des M. quadriceps von Patienten mit generalisierter Muskeldystrophie (n=3) eine Erhöhung

des Typ-II-Faseranteils bei deutlicher Reduktion des Faserquerschnitts, sowohl für Typ-I- als auch für

Typ-II-Fasern. Bei reduzierter Maximalkraft und maximaler Sauersto�aufnahme zeigten die 31P-MRS-

Untersuchungen in Ruhe keine Au�älligkeiten gegenüber Normalpersonen. Hierbei ist zu beachten,

dass die kernspinspektroskopischen Messungen an der Unterarm- und nicht an der Beinmuskulatur

durchgeführt wurden.

In weiteren Verö�entlichungen über phosphorspektroskopische Ergebnisse bei verschiedenen Muske-

lerkrankungen werden erniedrigte Konzentrationsverhältnisse von Phosphokreatin zu �-ATP und vor

allem von Phosphokreatin und anorganischem Phosphat als Hinweis auf eine Störung des oxidativen

Sto�wechsels entweder in Folge eines mitochondrialen Defektes [9] oder aufgrund einer Störung der

Glukose-, bzw. Glykogenbereitstellung genannt [8, 12, 11, 31, 45, 79, 80, 141, 140]. Bei allen genann-

ten Krankheitsbildern handelt es sich allerdings um Muskeldystrophien.31P-MRS-Untersuchungen an

Patienten mit genetisch oder pharmakologisch bedingter Lipodystrophie liegen nicht vor.

Überraschender Weise haben wir bei den FPLD-Patienten keine dieser Veränderungen gefunden, ob-

wohl sie aufgrund der bei dem Krankheitsbild klinisch im Vordergrund stehenden peripheren Insulin-

resistenz und Hyperlipidämie mit pathologischem Energiesto�wechsel und der leistungsphysiologisch

nachgewiesenen verminderten aeroben Leistungsfähigkeit wahrscheinlich waren. Möglicherweise sind

die Sto�wechselveränderungen hauptsächlich durch die selektive, für die FPLD charakteristische Er-

höhung der Phosphodiesterkonzentration zu erklären. Strukturelle Veränderungen, insbesondere im

Bereich der Membranen können alle Bereiche des Zellsto�wechsels beein�ussen, ohne dass die En-

zymaktivitäten in den Mitochondrien oder im Cytosol pathologisch sein müssen. Die erhöhte Beweg-
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lichkeit von Lamin A/C und daraus resultierend des Cytoskeletts durch die gestörte Interaktion der

Intermediär�lamente führt möglicher Weise dazu, dass die semiliquiden membrangebundenen Bestand-

teile in der MRS sichtbar werden [83, 82]. Die Phosphodiester könnten aber auch Abbauprodukte im

Lipidsto�wechsel darstellen. Diese Theorie ist aufgrund der starken Erhöhung der PDE-Konzentration

und der Entität der FPLD im Sinne einer Fettverteilungsstörung mit resultierend gestörtem Fettsto�-

wechsel und Hyperlipidämie sogar wahrscheinlicher. Die hohe Korrelation zwischen relativer PDE- und

Plasmalipidkonzentration unterstreicht diese These. In aktuellen Studien zum Krankheitsbild der Lipo-

dystrophien unterschiedlicher Genese wird die toxische Wirkung der Akkumulation von Abbauprodukten

im Lipidsto�wechsel als sogenannte Lipotoxizität beschrieben [43, 71, 115, 118, 121, 124, 152].

4.3.2. Kernspinspektroskopische Belastungsmessungen

Die gröÿten Au�älligkeiten im Vergleich der Patientengruppe mit den anderen Probanden stellen ana-

log zu den Ruhemessungen die durchgehend zu allen Belastungs- und Erholungszeitpunkten erhöhten

PDE-Konzentrationen und deren Veränderung unter Belastung dar. Dabei war die relative Konzen-

trationsänderung dieser Metabolitgruppe unter aerober Belastung gegenüber den Kontrollprobanden

vermindert. Daraus resultiert für die FPLD-Gruppe über den gesamten Belastungs- und Erholungsver-

lauf ein annähernd konstanter PCr/PDE-Quotient, was sich auch im rampenförmigen Ausbelastungs-

test zeigte. Bei den gesunden Probanden kam es zu einem deutlichen Anstieg dieses Quotienten unter

Belastung und einer Rückkehr auf das Ausgangsniveau in der Nachbelastungsphase. Bei Gesunden wer-

den unter Belastungsbedingungen Zwischenprodukte des Lipidsto�wechsels im Rahmen der raschen

Energiegewinnung weiterverarbeitet, was die PDE-Resonanz nahezu verschwinden lässt, während bei

den FPLD-Patienten wahrscheinlich ein groÿer Anteil der PDE-Fraktion Sto�wechselzwischenproduk-

te darstellt, die o�enbar nicht weiter metabolisiert werden können und demzufolge akkumulieren. Die

Belastungsreaktion war bezüglich der übrigen Phosphometabolite unter aeroben Belastungsbedingun-

gen normal [1, 12, 11, 48, 62, 89, 110, 160] und ohne signi�kanten Gruppenunterschied zu den

Kontrollprobanden. Im Ausbelastungstest fanden wir eine niedrige Rate für die Wiederau�üllung des

PCr-Pools, die fast identisch mit der aus dem aeroben Belastungstest ermittelten PCr-Recovery war

und mit dem Ausprägungsgrad der Erkrankung korrelierte. Eine verminderte PCr-Recovery-Rate ist

ein direkter und sehr sensitiver Marker für eine Störung der oxidativen Phosphorylierung und gilt damit

als indirekter Nachweis eines mitochondrialen Defektes [3, 8, 7, 9, 79, 78, 80, 97, 96, 141, 115].

Barnes et al. [9] und Taylor et al. [141, 140] konnten diese Veränderungen bei Patienten mit myotoner

Dystrophie nachweisen, Lodi et al. [97] und Fabrizi et al. [45] bei Limb-Girdle-Muskeldystrophie. In den

übrigen Arbeiten wurden Patienten mit histologisch gesicherten Mitochondropathien oder Patienten

mit Belastungsintoleranz unklarer Genese untersucht. Aus den eigenen Untersuchungen ist nicht zu

klären, ob die verminderte Resyntheserate Folge des pathologischen Sto�wechsels ist, z.B. in Folge

veränderter intrazellulärer Signalkaskaden, oder ob der Gendefekt direkt zur Störung der Mitochondri-

enfunktion führt. Wahrscheinlich ist eine Kombination aus beidem, da ähnliche Veränderungen auch

bei anderen Laminopathien nachgewiesen wurden, die nicht mit derartigen Sto�wechselveränderungen

einhergehen [45, 97], die Ausprägung der Störung jedoch mit dem Ausprägungsgrad der Erkrankung

korreliert und im Verlauf der Erkrankung zunimmt.
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Im Ausbelastungstest zeigten die FPLD-Patienten bei rascher PCr-Depletion nur ein geringes Absinken

des pH-Wertes. Bei maximaler dynamischer Arbeit fanden Vandenborne et al. [148] in der Wadenmus-

kulatur einen 84%igen Abfall des PCr-Pools und einen achtfachen Anstieg des Pi-Peaks. Karatzaferi

et al. [76] fanden eine vergleichbar hohe PCr-Depletion im Anschluss an eine maximale dynamische

Belastung. Während die PCr-Depletion in unserer Untersuchung identisch mit denen aus den anderen

Verö�entlichungen ist, fällt der korrespondierende Pi-Anstieg bei den FPLD-Patienten geringer aus.

Eine verminderte oder sogar fehlende Ansäuerung unter Belastung bei gleicher oder gesteigerter PCr-

Depletion ist auf eine Störung der Glykolyse oder der Glukose-Verfügbarkeit zurückzuführen [96]. Bei

FPLD-Patienten wurde eine gestörte Glukoseoxidation nachgewiesen [23]. Zusätzlich kommt es durch

eine Down-Regulation des GLUT-4-Transporters als Folge der peripheren Insulinresistenz auch zur

verminderten Glukoseaufnahme in die Muskelzellen [23]. Im Gegensatz zu strukturellen Ursachen bei

den Patienten mit Muskeldystrophie mit veränderter intrazellulärer Matrix bei fehlendem bzw. in seiner

Struktur verändertem Dystrophin [80, 87, 96] wurde als Ursache bei der FPLD ein genetisch bedingter

transkriptionaler Defekt mit Reduktion der PPAR
-Aktivität beschrieben, der direkten Ein�uss auf die

Insulinresistenz und die GLUT-4-Aktivität hat [121, 124]. Deshalb tritt diese Beobachtung auch bei

allen FPLD-Patienten unabhängig vom Ausprägungsgrad der Erkrankung als Folge des genetischen

Defektes und in der Regel vor den übrigen Sto�wechselveränderungen auf.

Im folgenden Subkapitel werden die protonenspektroskopischen Ergebnisse diskutiert.

4.3.3. Protonenspektroskopische Messungen

Die 1H-Magnetresonanzspektroskopie ist als Methode zur Erfassung des relativen Fettgehaltes in der

Muskulatur gut evaluiert und im Vergleich mit anderen Methoden (z.B. Computertomographie, se-

lektive Fettquanti�zierung mittels MRT, Elektronenmikroskopie) und dem Goldstandard der Biopsie

validiert [16, 17, 58, 90, 137, 144]. Der Vergleich von Studienergebnissen auf unterschiedlichen Geräten

oder mit verschiedenen Untersuchungsdesigns sollte allerdings kritisch erfolgen, da die Muskelfaser-

orientierung im Verhältnis zur Ausrichtung der Extrazellularmatrix, die Voxelgröÿe, -platzierung und

-ausrichtung, sowie Kopplungse�ekte entscheidenden Ein�uss auf die Spektren haben, insbesondere

auf die Resonanz extrazellulärer Lipide [16, 17, 18, 50]. Relative Unterschiede oder Veränderungen

zwischen gesunden Probanden und Patienten innerhalb einer Studie lassen sich gut vergleichen.

Die Quanti�zierung intra- (IMCL) und extramyozellulärer Fette (EMCL) im M. gastrocnemius mit-

tels 1H-Magnetresonanzspektroskopie erbrachte für die Patientengruppe neben signi�kant erhöhten

IMCL- überraschender Weise auch signi�kant höhere EMCL-Konzentrationen gegenüber den ge-

sunden Kontrollprobanden. Zudem war der Quotient aus EMCL und IMCL mit einem Verhältnis

von ca. 5:1 gegenüber 3:1 für die Kontrollgruppe ebenfalls bei den FPLD-Patienten signi�kant er-

höht und korrelierte hoch mit der Plasmalipid- und -LDL-Konzentration. Aus zahlreichen 1H-MRS-

Untersuchungen [15, 26, 27, 75, 84, 104, 143] sind spezi�sche Zusammenhänge zwischen Fettsto�-

wechselstörungen und peripherer Insulinresistenz bekannt. Die Konzentration intramyozellulärer Lipide

korreliert mit dem Körpergewicht und dem Fettverteilungsmuster positiv, mit der Insulinresistenz ne-

gativ [75, 85, 133, 143]. Die Konzentrationen an zirkulierenden freien Fettsäuren und Insulin scheinen

den entscheidenden Ein�uss auf die IMCL-Konzentration zu haben, nicht ein erhöhtes Körpergewicht
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oder das Fettverteilungsmuster per se [4, 24]. Bei nicht insulinabhängigen, normalgewichtigen Typ-

II-Diabetikern wurde eine auf das Doppelte erhöhte IMCL-Konzentrationen in verschiedenen Unter-

schenkelmuskeln gegenüber Nichtdiabetikern mittels 1H-MRS ermittelt [4, 24, 75, 104], also identische

Ergebnisse zu denen in unserer Patientengruppe mit ausgeprägter peripherer Insulinresistenz. Als his-

tologisches Korrelat konnten Vantyghem et al. [149] intrazelluläre Fettansammlung (� lipid droplets�)

bei FPLD-Patienten nachweisen. Allerdings stimmten nur 3 ihrer 14 Patienten einer Muskelbiopsie

zu. In aktuellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation intramyozellulärer Li-

pide in den Myozyten mit einer gestörten Triglyceridsyntheseleistung vergesellschaftet ist [71, 115].

Die intrazellulären Lipidablagerungen sind Zwischenprodukte des Fettsto�wechsels, vor allem das 1,2-

Diacylglycerol-Phosphat (DAG) [51, 43]. Erhöhte Konzentrationen an DAG führen über die Aktivierung

neuer Proteinkinasen C zur direkten Hemmung der insulinvermittelten Glukoseaufnahme über Blockie-

rung der GLUT-4-Rezeptoren [43, 124]. Die daraus resultierende Reduktion der insulinmediierten Glu-

koseaufnahme in die Zelle spiegelt das Ausmaÿ der peripheren Insulinresistenz wider. Boschmann et

al. [23] fanden zudem bei FPLD-Patienten unter Belastung eine gesteigerte Rate der �-Oxidation der

Fettsäuren. Die �-Oxidation war allerdings unvollständig und führte zur Akkumulation von Zwischen-

produkten des Lipidabbaus mit gesteigerter Ketogenese. Die intrazellulären Fettablagerungen können

neben der oben beschriebenen Störung intrazellulärer Signalkaskaden über die Produktion von Radi-

kalen direkt eine chronische Entzündungreaktion auslösen, die die Mitochondrienfunktion einschränkt

[118]. Da es sich bei diesen lipotoxischen Verbindungen hauptsächlich um zweifach phosphorylier-

te Ester handelt, liegt die Vermutung nahe, dass es sich um die Moleküle handelt, die sich in der

Phosphorspektroskpie als PDE-Resonanz und in der Protonenspektroskopie als IMCL abbilden.

Bei Patienten mit peripherer Insulinresistenz geht die gesteigerte IMCL-Konzentration mit verrin-

gerten EMCL/IMCL-Quotienten (<1) gegenüber Normalpersonen einher [75, 104, 120]. In unserer

Patientengruppe fanden wir überraschender Weise das genau gegensätzliche Ergebnis. Anscheinend

ist die intramuskuläre extrazelluläre Akkumulation von Lipiden noch deutlich stärker ausgeprägt, als

die intrazelluläre. Diese Beobachtung konnte in der einzigen protonenspektroskopischen Studie mit

Patienten mit Lipodystrophie nicht bestätigt werden. Brechtel und Mitarbeiter [25] fanden bei Pati-

enten mit Lawrence Syndrom, einem sehr seltenen Krankheitsbild generalisierter Lipodystrophie, um

14% erniedrigte IMCL-Konzentrationen in der Wadenmuskulatur gegenüber Gesunden. Die Resonanz

für extramyozelluläre Fette war nicht nachweisbar. Beim Lawrence Syndrom kommt es aber zu einer

starken Reduktion des Köperfettanteils, während bei der FPLD eine Fettverteilungsstörung bei annä-

hernd normalem Körperfettanteil vorliegt. Im Verlauf der FPLD kommt es genetisch bedingt zu einer

Veränderung des peripheren Depotfettgewebes mit Unfähigkeit der Adipozyten intrazellulär Fett zu

speichern sowie reduzierter Triglyceridsynthese [20]. Im Tiermodell wurde als Ursache eine Störung der

Zelldi�erenzierung vom Präadipozyten zum Adipozyten nachgewiesen [155]. Der intrazelluläre Tran-

skriptionsfaktor PPAR
, der wichtigste Faktor der Adipogenese mit Regulation der Fettaufnahme und

des Fettmetabolismus, wird bei FPLD-Patienten als Folge der Dysfunktion des Lamin A/C oder eines

direkten Gendefektes supprimiert [95, 92, 93]. Die unterschiedliche Konzentration von PPAR
 im vis-

zeralen und subkutanen Fettgewebe ist wahrscheinlich auch die Ursache für den regionalen Befall der

Adipozyten an den Extremitäten bei den FPLD-Patienten [121]. Klinisch wird diese Störung genau zu

dem Zeitpunkt manifest, wenn die Fettdepots regulär anwachsen sollten [71]. Als Resultat kommt es

zu einer Fettumverteilung und zu einer vermehrten Fettablagerung im Muskelgewebe mit intrazellulärer
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Akkumulation von Langketten-Acyl-CoA, DAG und Ceramiden, sowie einer Erhöhung der Konzentra-

tion zirkulierender freier Fettsäuren [2, 52, 115]. Das erklärt möglicher Weise die pathologisch hohen

EMCL-, Plasmalipid- und -LDL-Konzentrationen, sowie das typische Fettverteilungsmuster und die

Steatosis hepatis. Konsekutiv steigt auch die Konzentration der intramyozellulären Lipide mit oben

beschriebenen pathologischen Sto�wechselveränderungen.

4.3.4. Schlussfolgerungen und klinische Relevanz der gefundenen Ergebnisse

Die dargestellten Untersuchungen haben dazu beigetragen, das Krankheitsbild der familiären partiellen

Lipodystrophie Typ Dunnigan-Köbberling, welche als Modellerkrankung für Insulinresistenzsyndrome,

Hyperlipidämien und Verteilungsstörungen von Adipozyten (Adipositas) dient, weiter zu charakterisie-

ren. Die magnetresonanzspektroskopischen Ergebnisse und Korrelationsanalysen liefern entscheidende

Hinweise, die Theorien zur Pathophysiologie der Insulinresistenz und Mechanismen der Lipotoxizität

stützen. Damit tragen unsere Forschungsarbeiten auch zum weiteren Verständnis anderer Krankhei-

ten mit insulinresistentem Diabetes mellitus und Hyperlipidämie, z.B. dem Diabetes mellitus Typ II,

der Adipositas oder in Kombination dem metabolischen Syndrom bei, was aufgrund der groÿen Inzi-

denz, Morbidität und Mortalität dieser Erkrankungen von groÿer Wichtigkeit ist. Bestimmte Formen

von LMNA-Mutationen werden sogar direkt als prädisponierender Faktor für die Entwicklung eines

Diabetes oder metabolischen Syndroms diskutiert [38, 157].

In Abbildung 4.1 sind schematisch die pathophysiologisch entscheidenden intrazellulären Signalkas-

kaden und Sto�wechselinteraktionen für die FPLD und die Verbindungen zu den Hauptergebnissen

der vorliegenden Arbeit dargestellt. Lamin A und C haben die Funktion, Chromatin und verschiedene

Transkripitionsfaktoren zu binden und sind an der Organisation der Kernmembran und des Zytoske-

letts beteiligt [121, 157]. Die genetisch bedingte Störung dieser Schlüsselstelle der Zelldi�erenzierung

und des Zellmetabolismus erklärt die Symptomvielfalt bei der FPLD. Einige der pathophysiologischen

Zusammenhänge scheinen aber auch bei den metabolischen �Wohlstandskrankheiten� [121], den Me-

chanismen der Zellverfettung im Alter mit konsekutiver Störung der Mitochondrienfunktion [124] und

den medikamentös induzierten Lipoatrophien, z.B. bei HIV [146] von zentraler Bedeutung.

Beim metabolischen Syndrom kommt der Organismus an die Grenze der Speicherkapazität bzw. der

Umsatzraten für Lipide, während bei der Lipodystrophie durch die allmähliche Reduktion des subku-

tanen Fettgewebes dessen Speichervermögen sowie endokrine und antiin�ammatorische Funktionen

verloren gehen [43, 71, 124]. Die Auswirkungen auf den Lipid- und Glukosesto�wechsel sind identisch

[32, 132] (vgl. Tab. 4.1). Bei den medikamentös induzierten Lipoatrophien werden direkte Störungen

der Transkriptionsfaktoren und intrazellulärer Signalkaskaden vermutet [146]. Eine daraus resultierende

oder eigenständig genetisch determinierte reduzierte mitochondriale Aktivität fördert wiederum die Er-

höhung der intrazellulären Fettablagerungen [105, 113, 114], was das Fortschreiten der metabolischen

Störungen wiederum aggraviert.

Aufgrund der ähnlichen pathophysiologischen Mechanismen bei der FPLD und dem metabolischen

Syndrom mit genetisch bzw. hyperalimentär bedingter Lipotoxizität ergeben sich verschiedene thera-

peutische Ansätze. Zum einen muss die Fettaufnahme in die Muskelzellen bei gleichzeitiger Reduktion

der frei zirkulierenden Lipide und Fettsäuren erreicht werden [124]. Zum anderen könnte z.B. über Sub-
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Abbildung 4.1.: Zusammenfassende schematische Darstellung der Hypothesen zu den pathophy-

siologisch entscheidenden intrazellulären Signalkaskaden und Sto�wechselinter-

aktionen bei der FPLD

Blau bzw. blau unterlegt sind die Hauptergebnisse der 31P-MRS, rot die der 1H-MRS
dargestellt. GLUT-4: Glukosetransporter, PKC: Proteinkinase C, IMCL: intrazelluläre
Lipide, EMCL: extrazelluläre Lipide, PDE: Phosphodiester, LDL: low density lipopro-
teins; Doppelstrich: Sto�wechselvorgang blockiert.

stitution oder Aktivierung bestimmter Kinasen der intrazelluläre Lipidsto�wechsel beein�usst werden.

Dabei gilt es, die Weiterverarbeitung der Zwischenprodukte der Triglyceridsynthese (z.B. DAG) und

der �-Oxidation der Fettsäuren zu fördern [23, 124]. Als weiterer Ansatz bietet sich eine Verbesserung

der Fettspeicherung in den Adipozyten an. Dies kann z.B. medikamentös über PPAR
-Agonisten oder

Adipokine [95, 115, 121, 124] oder - vor allem bei vorliegender Lipodystrophie - durch Transplanta-

tion von funktionsfähigem subkutanen Fettgewebe [121, 145] erreicht werden. Auf diese Weise ist es

möglich, den oben beschriebenen circulus vitiosus zu durchbrechen, was in ersten Anwendungsstudien

bestätigt wurde [95, 145].

Die Kernspinspektroskopie bietet herausragende Möglichkeiten, um diese neuen Therapieansätze zu

evaluieren. Zum einen sind durch die hohe systeminterne Genauigkeit und die Nichtinvasivität des

Verfahrens gute Voraussetzungen für Längsschnittuntersuchungen gegeben. Zum anderen können mit

dieser Methode - wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt - die Schlüsselstellen des intra- und extra-

zellulären Metabolismus auf molekularer Ebene abgebildet werden. Mittels weiterführender kernspin-

spektroskopischer Untersuchungen an Patienten mit anderen Krankheitsbildern (Diabetes mellitus,

metabolisches Syndrom, HIV mit Lipodystrophie, Zellverfettung im Alter) können Parallelen in den
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Tabelle 4.1.: Gegensätze und Parallelen der Lipidakkumulation und Lipotoxizität bei der FPLD

und beim metabolischen Syndrom (nach Rochford [121])

FPLD Metabolisches Syndrom 
Rückgang des subkutanen Fettgewebes Hypertrophie der Adipozyten 

gestörte Adipozytendifferenzierung Fehlfunktion der Adipozyten 
Hormonresistenz proinflammatorische Reaktion 

veränderte Ausschüttung von Adipokinen veränderte Ausschüttung von Adipokinen 
stark eingeschränkte Fettspeicherkapazität Fettspeicherkapazität ausgeschöpft 

  
  

ektope Lipidakkumulation 
Lipotoxizität 

Insulinresistenz 
Dyslipidämie 

kardiovaskuläre Erkrankungen 
 

Sto�wechselanomalien aufgedeckt werden, um somit den jeweils zugrunde liegenden Pathomecha-

nismus besser verstehen und kausale Therapien entwickeln zu können. Durch genauere Analyse der

IMCL- und EMCL-Fraktion in der Protonenspektroskopie und insbesondere der Phosphodiester in der

Phosphorspektroskopie können möglicherweise die Schlüsselstellen der Sto�wechseldysregulation noch

weiter eingegrenzt und zudem die enzymatischen Reaktionen des Glukose- und Fettsto�wechsels mit

Schrittmacherfunktion identi�ziert werden. Dafür sind weitere Forschungsprojekte mit zielgerichte-

ter Optimierung der spektroskopischen Messmethodik gegebenenfalls in Kombination mit weiteren

modernen Messmethoden notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die familiäre partielle Lipodystrophie Typ Dunnigan-Köbberling (FPLD) ist eine seltene genetische

Erkrankung und stellt aufgrund der Ähnlichkeit der Symptome mit denen des metabolischen Syndroms

(Syndrom X) eine Modellerkrankung für das Verständnis der Pathogenese der Hyperlipidämien, insulin-

resistentem Diabetes und Adipositas dar. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, durch Untersuchungen

zum Muskelsto�wechsel und Fettverteilungsmuster sowie leistungsphysiologische Tests das Krank-

heitsbild der FPLD weiter zu charakterisieren und mögliche pathophysiologische Zusammenhänge auf

molekularer Ebene abzuleiten.

Untersucht wurden 19 Patienten mit dem klinischen Bild einer FPLD und 17 gesunde, männliche

Vergleichsprobanden. Bei allen Patienten wurde ein genetisches Screening bzgl. typischer Mutationen

für eine FPLD durchgeführt. Die Untersuchungen zum Muskelsto�wechsel und Fettverteilungsmus-

ter der Beinmuskulatur erfolgten für alle Probanden mittels Magnetresonanzspektroskopie (MRS),

einem modernen Verfahren zur kontinuierlichen, nichtinvasiven Erfassung metabolischer Zustände

und Veränderungen in der (arbeitenden) Muskulatur. Die Konzentrationsverhältnisse der Metaboli-

te des Energiesto�wechsels (Phosphokreatin, �-ATP, anorganisches Phosphat sowie Phosphomono-

und Phosphodiester) wurden phosphorspektroskopisch (31P-MRS), das intra- und extrazelluläre Fett-

verteilungsmuster protonenspektroskopisch (1H-MRS) ermittelt. Zusätzlich wurden 31P-Spektren bei

zeitgleicher Belastung der Wadenmuskulatur im Tomographen und in der Nachbelastungsphase akqui-

riert. Der aerob-alaktazide Sto�wechsel wurde im 5-min-Test mit moderater Belastung, der anaerob-

laktazide mittels rampenförmigem Ausbelastungstest erfasst. Die Leistungsfähigkeit wurde im Rahmen

einer Fahrradspiroergometrie ermittelt. Die kernspinspektroskopischen Ergebnisse wurden auf korrela-

tive Zusammenhänge mit den leistungsphysiologischen und bereits erhobenen klinischen Parametern

geprüft.

Bei 17 Patienten wurde eine Mutation im LMNA- oder PPAR
-Gen als Ursache für die FPLD gefun-

den. In der Phosphorspektroskopie zeigten sich in Ruhe und in allen Belastungs- und Nachbelastungs-

spektren signi�kant höhere Konzentrationen der Phosphodiester (PDE) bei den FPLD-Patienten im

Vergleich zu den gesunden Vergleichsprobanden. Zudem wiesen die Patienten über den Belastungs-

und Erholungsverlauf konstante Quotienten zwischen Phosphokreatin und PDE auf, während es bei

den Vergleichsprobanden zu einem Absinken dieses Parameters unter Belastung mit Wiederanstieg auf

den Ausgangswert in der Nachbelastungsphase kam. Im Ausbelastungstest kam es in der Patienten-

gruppe zu geringem Absinken des intrazellulären pH-Wertes und verzögerter Regeneration des Phos-

phokreatinpools in der Erholungsphase. Protonenspektroskopisch fanden wir für die FPLD-Patienten

signi�kant höhere Konzentrationen sowohl intra- (IMCL) als auch extramyozellulärer (EMCL) Lipide

im Vergleich zu den Kontrollprobanden. Das Verhältnis EMCL/IMCL war ebenfalls signi�kant erhöht.

In der Fahrradspiroergometrie wiesen die FPLD-Patienten bei normaler absoluter und relativer Leis-

tungsfähigkeit eine um 23% gegenüber der Norm verminderte aerobe Kapazität auf. Die anaerobe
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Kapazität lag im hochnormalen Bereich. Der individuelle anaerobe Übergangsbereich (aerob-anaerobe

Schwelle) trat bei den Patienten bei 40% der maximalen Leistungsfähigkeit und somit verfrüht ein. Wir

fanden hohe korrelative Zusammenhänge zwischen relativer PDE-Konzentration und der Plasmalipid-

konzentration sowie dem EMCL/IMCL-Quotienten und der Plasmalipid- sowie -LDL-Konzentration

und dem BMI. Für den fahrradergometrischen Leistungstest fanden wir moderate bis hohe negati-

ve korrelative Zusammenhänge zwischen relativer PDE-Konzentration in Ruhe und unter Belastung

und den Parametern der absoluten und relativen Leistungsfähigkeit, der relativen Sauersto�aufnahme

sowie der Herzfrequenz und Laktatkonzentration an der individuellen anaeroben Schwelle.

Durch die dargestellten Untersuchungen konnten wir den klinischen Phänotyp von Patienten mit fa-

miliärer partieller Lipodystrophie Typ Dunnigan-Köbberling weiter charakterisieren. Die kernspinspek-

troskopischen Untersuchungen und Korrelationsanalysen haben entscheidende Hinweise zu möglichen

pathophysiologischen Mechanismen geliefert:

1. Der genetische Defekt führt vermutlich direkt über Reduktion der PPAR
-Aktivität und Down-

Regulation des GLUT-4-Transporters zur Störung der insulinvermittelten Glukoseaufnahme, was

die gestörte Belastungs- und Regenerationskinetik im Tomographen unabhängig von der Aus-

prägung des Krankheitsbildes und das Auftreten der Insulinresistenz vor den übrigen Sto�wech-

selveränderungen erklärt.

2. Die erhöhten PDE- und IMCL-Konzentrationen spiegeln vermutlich Zwischenprodukte des Fett-

sto�wechsels bei gestörter Triglyceridsynthese bzw. �-Oxidation wider. Diese intrazellulären Lipi-

dablagerungen führen über eine Störung intrazellulärer Signalkaskaden, chronische Entzündungs-

reaktionen durch Radikalbildung sowie Störung der Mitochondrien- und Membranfunktionen zu

den klinisch apparenten Sto�wechselpathologien, was als Lipotoxizität bezeichnet wird. Extra-

zellulär kommt es ebenfalls zur Akkumulation von Zwischenprodukten des Fettsto�wechsels, was

die hohen EMCL-, Plasmalipid- und -LDL-Konzentrationen erklärt. Die Lipidakkumulation nimmt

im Verlauf der Erkrankung zu und korreliert mit den klinischen Parametern. Genetisch bedingt

kommt es bei der FPLD zu einer Störung der Adipozytendi�erenzierung mit allmählicher Reduk-

tion des subkutanen Fettgewebes. Die Sto�wechselveränderungen treten sekundär aufgrund des

Verlustes der Speicherkapazität sowie der endokrinen und antiin�ammatorischen Funktionen des

Fettgewebes auf. Beim metabolischen Syndrom kommt der Organismus hyperalimentär bedingt

an die Grenze der Speicherkapazität bzw. der Umsatzraten für Lipide.

Die Auswirkungen auf den Fett- und Glukosesto�wechsel sind die gleichen wie bei der FPLD. Die

Zellverfettung im Alter oder die medikamentös induzierte Lipoatrophie, z.B. bei HIV, unterliegen

vermutlich den gleichen intrazellulär gestörten Signalkaskaden wie bei der FPLD. Die ähnlichen patho-

physiologischen Mechanismen bei Erkrankungen unterschiedlicher Entitäten erö�nen neue therapeu-

tische Strategien, die insbesondere an Schlüsselstellen des intrazellulären Lipidmetabolismus und der

Lipidspeicherung ansetzen. Die Magnetresonanzspektroskopie stellt ein einzigartiges diagnostisches

Verfahren dar, den Erfolg dieser Strategien zu veri�zieren.
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A Zeitlicher Ablauf der Versuche

A. Zeitlicher Ablauf der Versuche

Tabelle A.1.: Zeitlicher Ablauf der kernspinspektroskopischen Untersuchungen

Kernspinspektroskopische Untersuchungen

Untersuchung Untersuchungsdauer

(inkl. Nach-

belastungsphase)

zeitliche Di�erenz zur

vorhergehenden

Untersuchung
1H-Ruhespektrum des M. gastrocnemius 6:24 min -

Messung der isometrischen Maximalkraft bei

Plantar�exion

3x7 s im Anschluss

31P-Ruhespektrum des M. biceps femoris 6:24 min 30:00 min
31P-Ruhespektrum des M. quadriceps femoris 6:24 min im Anschluss
31P-Ruhespektrum des M. gastrocnemius 6:24 min im Anschluss
31P-Ruhespektrum des M. gastrocnemius

(Referenzspektrum für den aeroben

Belastungstest)

0:30 min im Anschluss

Aerober Belastungstest 15:00 min im Anschluss
31P-Ruhespektrum des M. gastrocnemius

(Referenzspektrum für den anaeroben

Belastungstest)

0:30 min im Anschluss

Anaerober Belastungstest 18:00 min im Anschluss

Der fahrradergometrische Stufentest wurde nach den kernspinspektroskopischen und kernspintomo-

graphischen Untersuchungen durchgeführt, um Artefakte in den Spektren, die durch muskuläre Mikro-

oder Makroverletzungen, wie z.B. Muskelkater, und metabolische Veränderungen hervorgerufen wer-

den können [101, 161], zu vermeiden. Die zeitliche Di�erenz zwischen den einzelnen Untersuchungen

betrug mindestens 2 Tage, um eine vollständige muskuläre Regeneration zu gewährleisten. Dies wurde

vor den nachfolgenden Untersuchungen jeweils erfragt und dokumentiert. Der fahrradergometrische

Rampentest erfolgte zum Abschluss der Gesamtuntersuchung, weil eine kurzfristige Erholung (binnen

2 Tagen) nicht zu erwarten war.

Um Veränderungen in der Zeitspanne zwischen den einzelnen Untersuchungstagen auszuschlieÿen (z.B.

Diät-, Therapie- oder Trainingse�ekte), erfolgten alle Messungen innerhalb einer Woche.

Die Messung der isometrischen Maximalkraft bei Plantar�exion musste aus organisatorischen Gründen

am selben Tag wie die kernspinspektroskopischen Untersuchungen erfolgen, weil sie als Grundlage für

die Belastungssteuerung im aeroben und anaeroben Belastungstest diente. Durch die anschlieÿend
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A Zeitlicher Ablauf der Versuche

eingelegte Pause und die beiden Ruhemessungen der Oberschenkelmuskulatur (insgesamt ca. 60 min

mit Umlagern und Shimmen) sind Veränderungen der PCr/Pi -Quotienten unwahrscheinlich, die im

Anschluss an maximale Kontraktionen beobachtet wurden [101]. Die Protonenspektroskopie erfolgte

aus diesem Grund als erste Untersuchung.

Durch die direkte Abfolge von Ruhe- und Belastungsmessung des M. gastrocnemius wurden identische

Untersuchungsbedingungen und Messungen desselben Muskelareals garantiert.
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B Messparameter für die kernspinspektroskopischen Unbersuchungen

B. Messparameter für die

kernspinspektroskopischen Untersuchungen

Tabelle B.1.: Messparameter der 31P-NMR-Untersuchungen und des Shim-Experimentes

31P-Spektroskopie Abkürzung Einheit
Ruhe-

untersuchung

Belastungs-

untersuchung

Shim-

Experiment

Repetitionszeit TR ms 3000 2000 750

Spektrale Bandbreite SW Hz �1000 �1000 �5000

Datenvektorlänge Vec Datenpunkte 1024 1024 1024

Transmitterspannung TRA V 25 25 10

Verstärkungsfaktor des

Empfängers
Gain dB 105 105 62

Akquisitionen AC 256 16 1

Gesamtzeit TA min 12:50 0:32 0:01

Anzahl der Messungen 1 8 1

Tabelle B.2.: Messparameter 1H-NMR-Untersuchungen und Wasserunterdrückung

1H-Spektroskopie Abkürzung Einheit
Ruhe-

untersuchung

Wasserunter-

drückung

Shim-

Experiment

Sequenz STEAM STEAM STEAM

Repetitionszeit TR s 2 2 1

Spektrale Bandbreite SW Hz � 1000 � 1000 � 5000

Datenvektorlänge Vec
Daten-

punkte
2048 2048 2048

Echozeit TE ms 135 135 135

Verstärkungsfaktor

des Empfängers
Gain dB 116 116 110

Akquisitionen AC 256 10 1

Gesamtzeit TA min 7:34 0:26 0:01

Anzahl der Messungen 1 3 1
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B Messparameter für die kernspinspektroskopischen Unbersuchungen

Tabelle B.3 gibt eine Übersicht der in der Kernspinspektroskopie derzeit verwendeten Elemente, der

untersuchten Metabolite und der Anwendungsgebiete.

Tabelle B.3.: In der Kernspinspektroskopie verwendete Isotope (aus [122])

Isotop Metabolite
Anwendungsbereiche /

anatomische Region

1H
Desoxy-Myoglobin, Laktat,

Cholin, Creatin, Alanin, intra-/
extrazelluläre Lipide, usw.

Durchblutung,
Fettsto�wechsel, usw. /

Gehirn, Muskel

31P PCr, Pi , ATP, ADP, PME, PDE
Energiesto�wechsel, pH /

Muskel, Herz, Leber, Tumore

13C Glukose, Glykogen, Aminosäuren
Gehirn, Muskel, Herz, Leber,

Tumore

19F markierte Medikamente
Medikamentenaufnahme und
-sto�wechsel in der Leber

3He &
129Xe

hyperpolarisierte Gase Lungenperfusion

23Na intra-/extrazelluläres Sodium

Tabelle B.4.: Für die Kernspinspektroskopie charakteristische Daten verschiedener Elemente

nach Grünert [63]

Element

Gehalt im

menschl.

Körper [%]

MRS-

sensitives

Isotop

Spin-

quanten-

zahl

rel. Emp-

�ndlichkeit

(B0 konst.)

Resonanzfre-

quenz im Feld

von 1 T

[MHz]

Wassersto� 10 1H 1/2 100.0 42.57

Phosphor 1,2 31P 1/2 6.7 17.23

Kohlensto� 0.001 13C 1/2 0.018 10.70

Fluor 0.00066 19F 1/2 83.3 40.05

Natrium 0.18 23Na 5/2 9.2 11.26
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C Auswertungsablauf für die kernspinspektroskopischen Untersuchungen

C. Auswertungsablauf für die

kernspinspektroskopischen Untersuchungen

Abbildung C.1.: Kernspinspektroskopisches Rohsignal (FID)

Ausgangspunkt der Auswertung von 31P-NMR-Spektren sind die Rohdaten in Form des FID (MR-

Signal als Funktion der Zeit, Abb. C.1).

Der aufgenommene Datenvektor wird durch Anhängen von Nullen von 1024 auf 2048 Datenpunkte

verdoppelt, so dass sich eine spektrale Au�ösung von 0,98 Hz je Datenpunkt ergibt. Des Weiteren

erfolgt eine arti�zielle Bandweitenveränderung der Zeitdomäne-Daten mittels eines Lorentzian Line-

broadening. Der Faktor (lb) betrug für die Ruhespektren 2 Hz und für die Belastungsspektren 5 Hz.

Danach erfolgt die Reduktion des Datenvektors auf den Bereich der zu erwartenden Resonanzen: +80

bis -760 Hz.

Durch die anschlieÿende Fourier-Transformation wird das Zeitsignal in ein Signal der Frequenzdomäne

umgewandelt (siehe Abb. C.2). Die einzelnen Verbindungen werden als �Kurvenabschnitt� in einem

bestimmten Frequenzbereich (Abszisse) sichtbar.

Das Absorptionsspektrum ist das Resultat der anschlieÿenden Phasenkorrektur nullter (konstante Pha-

se) und erster (lineare Phase) Ordnung (siehe Abb. C.3).

Diese �Phase� hat nichts mit der Verschiebung des Präzessionswinkels in der (T2)-Relaxation zu tun,

sondern entsteht durch die Datenaufnahme, die Signalverstärkung, die Verbindung von Sende- und

Empfangsgerät in einer Ober�ächenspule und gerätespezi�sche Besonderheiten. Die Phasenkorrektur

dient dazu, die Verschiebung zwischen realer und imaginärer Aufzeichnung zu beheben.
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C Auswertungsablauf für die kernspinspektroskopischen Untersuchungen
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Abbildung C.2.: Spektrum nach Fourier-Transformation
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Abbildung C.3.: Phasenkorrigiertes Spektrum
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C Auswertungsablauf für die kernspinspektroskopischen Untersuchungen

Anschlieÿend wird der Datenvektor von Hz in ppm (1 ppm = 121,44 Hz) umgewandelt und die Basislinie

korrigiert (Baseline Fit). Die Bereiche, in denen keine Resonanzen zu erwarten sind, werden hierzu auf

0 gesetzt. Die Resonanzen werden auf die daraus errechnete Basislinie bezogen (siehe Abb. C.4 und

C.5).
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Abbildung C.4.: Spektrum mit Basislinienbereichen und errechneter Basislinie
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Abbildung C.5.: Basislinienkorrigiertes, geschnittenes Spektrum in ppm
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Abbildung C.6.: Spektrum mit markierten Peaks und Halbwertsbreiten

Im Spektrum werden die einzelnen Resonanzen (12 Peaks in Ruhespektren, 11 Peaks in Belastungs-

spektren) durch Höhe und Halbwertsbreite markiert: PME, Pi , PDE, PCr, 
- und �-ATP (je 2 Peaks),

�-ATP (3 Peaks) und NADPH. Die vom Computer automatisch ermittelten Startwerte zur Berechnung

des Peak-Fits (Lorentz-Funktion, die der Resonanz am nächsten kommt) wurden bezüglich Amplitude

und Lage (chemical shift) manuell korrigiert (siehe Abb. C.6 und C.7).
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Abbildung C.7.: Ausschnitt eines Spektrums mit markiertem Peak und Halbwertsbreite
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C Auswertungsablauf für die kernspinspektroskopischen Untersuchungen

Die Flächen unter den Resonanzen, die ein Maÿ für die Konzentration der einzelnen Phosphor-

Metabolite darstellen, werden mit Hilfe des nichtlinearen Approximationsprogrammes nach dem modi�-

zierten Algorithmus von Marquardt und Lewenberg berechnet [116]. Das theoretische Modell wird über

die Variation der Parameter und eine Minimierung der Summe der Fehlerquadrate an die experimentel-

len Daten angepasst. Für die Linienform der Signale wird hierbei eine Lorentz-Funktion vorausgesetzt

(siehe Abb. C.8).

Abbildung C.8.: Spektrum mit daraus berechneter Fitfunktion als Grundlage für die Flächenbe-

rechnung
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